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El girasol (Helianthus annuus L.) es una planta herbácea anual de la familia 
Asteraceae, originaria del norte de América y cultivada como oleaginosa, alimenticia y 
ornamental en todo el mundo. El aceite de girasol es en la actualidad el cuarto aceite vegetal 
en términos de producción mundial detrás de la palma, soja y canola. El aceite de girasol es 
valorado por los consumidores de todo el mundo como un aceite muy saludable, a lo que 
contribuye su elevado contenido en vitamina E. Los tocoferoles son los principales compuestos 
con actividad de vitamina E. Son compuestos esenciales de las membranas celulares, ya que 
las protegen frente a procesos oxidativos relacionados con la formación de radicales libres y en 
consecuencia frente a procesos de envejecimiento celular y enfermedad. Los tocoferoles 
también participan en procesos de señalización celular y regulación génica. Además de esta 
actividad in vivo, los tocoferoles también ejercen una actividad antioxidante in vitro, protegiendo 
a los ácidos grasos de la oxidación y en consecuencia evitando procesos de enranciamiento 
oxidativo en aceites y alimentos. 
 
 Estructuralmente, los tocoferoles están formados por un grupo cromano con un número 
variable de sustituyentes metilo en su anillo aromático y una cadena lateral fitil saturada. Los 
tocoferoles se encuentran en la naturaleza en cuatro formas diferentes denominadas α, β, γ y 
δ-tocoferol, que difieren en el número y posición de los grupos metilo en el grupo cromano. 
Estas diferencias estructurales se traducen en importantes diferencias tanto en su actividad 
biológica como vitamina E como en su actividad antioxidante in vitro. Así, α-tocoferol es la 
forma con mayor actividad in vivo, mientras que otros tocoferoles tienen mayor actividad 
antioxidante in vitro, particularmente a elevadas temperaturas. 
 
Los tocoferoles son sintetizados exclusivamente por organismos fotosintéticos, es 
decir, plantas y algunos grupos de algas y cianobacterias. En las plantas están presentes en 
todos los órganos. La mayor concentración se encuentra en las semillas, principalmente en 
forma de γ- y δ-tocoferol, mientras que los tejidos vegetativos acumulan en general menores 
cantidades, principalmente en forma de α-tocoferol. El girasol es una excepción a esta regla 
debido a que el tocoferol predominante tanto en tejidos vegetativos como en semillas es α-
tocoferol, que representa generalmente más del 95% del total de tocoferoles. Esto convierte a 
las semillas y aceite de girasol en unos de los alimentos más ricos en vitamina E. 
 
Para determinados usos como frituras, la presencia de una elevada proporción de otros 
tocoferoles como γ- y δ-tocoferol es preferible debido a que ejercen una mayor protección 
frente a la oxidación a elevadas temperaturas. Diversas estrategias de mejora genética han 
permitido el desarrollo de germoplasma de girasol en el que α-tocoferol ha sido parcial o casi 
totalmente substituido por otros tocoferoles. A través de la evaluación de la variabilidad 
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existente en colecciones de germoplasma y de programas de mutagénesis, se ha desarrollado 
germoplasma de girasol con niveles elevados de β-, γ-, y/o δ-tocoferol. En el momento del 
inicio de esta Tesis, no se conocía si estos niveles elevados de otros tocoferoles se 
expresaban sólo en semillas o en otras partes de la planta. Tampoco se había realizado 
selección para aumentar el contenido total de tocoferoles en semillas y apenas existía 
información sobre la herencia de este carácter.  
 
Un primer objetivo de esta Tesis fue la selección de germoplasma de girasol con alto y 
bajo contenido en tocoferoles totales en semillas. Para ello se analizó una amplia colección de 
germoplasma de girasol cultivado consistente en 952 entradas. Se observó una gran variación 
fenotípica para este carácter en la colección, entre 119 y 491 mg/kg. α-Tocoferol fue el 
tocoferol dominante, representando más del 90% del contenido total de tocoferoles en las 
semillas de la práctica totalidad de las entradas. A partir de esta variación fenotípica inicial, se 
realizó un programa de selección genealógica en el que se seleccionaron las líneas S4:5 IAST-
413, con alto contenido en tocoferoles, e IAST-522, con bajo contenido en tocoferoles, en 
ambos casos con predominancia de α-tocoferol. En el caso de la entrada PI 256334, que 
mostró alto contenido en tocoferoles pero elevada autoincompatibilidad, fue necesario realizar 
un cruzamiento con la línea autocompatible HA89 y seleccionar simultáneamente para 
autocompatibilidad y alto contenido en tocoferoles. Tras este proceso se obtuvo la línea F5:6 
IAST-306. Estas tres líneas junto con la línea HA89 se sembraron en varias fechas durante dos 
años consecutivos, totalizando 14 ambientes. Las líneas IAST-413 e IAST-306 mostraron un 
contenido en tocoferoles en semillas significativamente superior al control en todos los 
ambientes en el que fueron evaluadas, lo que demostró que el carácter se expresa 
consistentemente en diferentes ambientes. La línea IAST-522 no pudo ser evaluada porque 
presentó problemas de autoincompatibilidad en la mayoría de los ambientes. 
 
Una vez desarrolladas las líneas con distinto contenido total en tocoferoles, 
predominantemente en forma de α-tocoferol, el siguiente objetivo fue el estudio de la herencia 
de los distintos niveles de tocoferoles en semillas. Plantas de las líneas IAST-413 e IAST-522 
se cruzaron con plantas de la línea HA89 y se evaluaron en dos ambientes las generaciones 
P1, P2, F1, F1r, F2, F2r, R1P1 y R1P2. En uno de los ambientes no se pudo evaluar el 
retrocruzamiento hacia IAST-522 debido a problemas de producción de semilla asociados con 
una cierta autoincompatibilidad de la línea IAST-522. En el caso del cruzamiento con IAST-413, 
se obtuvieron estimaciones de 0.78 y 0.67 en los dos ambientes para la heredabilidad en 
sentido amplio y de 0.70 y 0.60 para la heredabilidad en sentido estricto. La heredabilidad se 
estimó también a través de la correlación entre las generaciones F2 y F3, resultando en un valor 
de 0.67, así como a través de la heredabilidad medida a partir de la respuesta a la selección 
(realized heritability), que resultó en un valor de 0.64. En el caso del cruzamiento con la línea 
IAST-522 se obtuvieron estimaciones de 0.81 y 0.67 para la heredabilidad en sentido amplio y 
de 0.49 para la heredabilidad en sentido estricto, que únicamente pudo estimarse en el 
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segundo ambiente. La heredabilidad se estimó también a través de la correlación entre las 
generaciones F2 y F3, resultando en un valor de 0.59. Se estimó un valor del parámetro 
“número mínimo de genes” de 1.04 y 1.95 en los dos ambientes para el carácter alto contenido 
en tocoferoles en semillas en la línea IAST-413, y de 1.55 y 1.62 para bajo contenido en 
tocoferoles en la línea IAST-522.  
 
 El tercer objetivo de la Tesis fue el estudio molecular del contenido total en tocoferoles 
en semillas de girasol. Se desarrolló un mapa de ligamiento formado por 150 marcadores SSR 
e INDEL a partir de una población F2 del cruzamiento entre IAST-413 y HA89, en el que se 
identificaron siete QTL asociados con el contenido total en tocoferoles. De ellos, cinco se 
identificaron en la generación F2, explicando en torno al 36% de la variación fenotípica, y cinco 
en la generación F3, explicando alrededor del 47%, siendo tres QTL comunes a ambas 
generaciones. De ellos, el de mayor efecto se localizó en el grupo de ligamiento 10, explicando 
el 19.8% y 24.9% de la variación fenotípica en las generaciones F2 y F3, respectivamente. De 
igual forma, se elaboró un mapa de ligamiento formado por 147 marcadores SSR e INDEL a 
partir de una población F2 del cruzamiento entre IAST-522 y HA89. Se identificaron seis QTL 
asociados con el contenido total en tocoferoles en semillas. De ellos, cinco  se identificaron en 
la generación F2, explicando en torno al 36% de la variación fenotípica, y dos en la generación 
F3, explicando alrededor del 34%, siendo un QTL común a ambas generaciones. Este último se 
localizó en el grupo de ligamiento 11 y explicó el 15.4% y 17.7% de la variación fenotípica en 
las generaciones F2 y F3, respectivamente. Cabe resaltar que tres QTL en los grupos de 
ligamiento 2, 4 y 17 se identificaron en las dos poblaciones de mapeo IAST-413 x HA89 e 
IAST-522 x HA89. El QTL en el grupo de ligamiento 4 se identificó como un locus 2-metil-6-fitil-
1,4-benzoquinona/2-metil-6-solanil-1,4-benzoquinona metiltransferasa (MT-2). 
 
 El cuarto objetivo de la Tesis consistió en el estudio de la expresión en diferentes 
tejidos de la planta de perfiles y contenido total en tocoferoles modificados en semilla. Para ello 
se analizó el contenido total y perfil de tocoferoles en raíces, hojas y polen de 10 líneas de 
girasol, incluyendo las líneas IAST-413 e IAST-306 con alto contenido en tocoferoles e IAST-
522 con bajo contenido en tocoferoles, en ambos casos en forma de α-tocoferol, dos líneas con 
niveles elevados de β-tocoferol, dos líneas con niveles elevados de γ-tocoferol, dos líneas con 
niveles elevados tanto de γ- como de δ-tocoferol, y la línea HA89 empleada como control. En 
todos los casos, las líneas con perfiles modificados de tocoferoles en semillas mostraron 
perfiles de tocoferoles en los otros tejidos vegetales similares a los presentes en semillas. La 
correlación entre la concentración de tocoferoles individuales, expresada como % de 
tocoferoles totales, en distintos tejidos vegetales osciló entre 0.68 y 0.97, indicando que los 
genes mutados en las líneas con perfiles modificados de tocoferoles en semillas no son 
específicos de semilla. Las líneas seleccionadas para elevado contenido total de tocoferoles en 
semillas no mostraron el carácter de forma significativa en otros tejidos. Por el contrario, la 
línea con niveles reducidos de tocoferoles en semillas mostró también un menor contenido de 
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tocoferoles en polen. La expresión en otros tejidos vegetales de los perfiles modificados de 
tocoferoles en semillas tiene importantes implicaciones para la mejora genética de estos 
caracteres, debido a que es posible seleccionar mediante análisis de hojas o polen sin 
necesidad de esperar a la formación y maduración de las semillas. Asimismo, la presencia de 
tocoferoles diferentes a α-tocoferol en tejidos vegetativos puede estar asociada a caracteres 










Sunflower (Helianthus annuus L.) is an herbaceous plant of the Asteraceae family 
domesticated in North America and widely cultivated nowadays around the world for its seeds 
and seed oil as well as an ornamental plant. Sunflower oil is the fourth vegetable oil in world 
trade, just after palm, soybean, and canola oils. Sunflower oil is valued by consumers around 
the world as a healthy oil. The high vitamin E content of sunflower oil is one of the main factors 
contributing to the health-promoting properties of sunflower oil. Tocopherols are the main 
compounds with vitamin E activity. They are essential components of cellular membranes, 
where they act protecting lipids from oxidation and formation of free radicals and subsequently 
protecting cells from aging and disease. Tocopherols are also involved in cell signalling and 
gene regulation. In addition to their in vivo activity, tocopherols also exert antioxidant activity in 
vitro, protecting fatty acids from oxidation and consequently retarding detrimental processes 
such as formation of unpleasant flavours and odours associated with rancidity. 
 
 The tocopherol molecule is formed by a chromano group, with a variable number of 
methyl substituents in its aromatic ring, and a saturated phytil chain. Tocopherols occur in 
nature in four forms named as α, β, γ and δ-tocopherol, which differ for the number and position 
of methyl substituents. Such a substitution pattern has important implications for the biological 
activity of tocopherols as vitamin E as well as for their in vitro antioxidant properties. Thus, 
whereas α-tocopherol is the form with the highest vitamin E activity, other forms such as γ- and 
δ-tocopherol are better in vitro antioxidants, particularly at high temperature. 
 
Tocopherols are synthesized exclusively by photosynthetic organisms, i.e. plants, green 
algae and some cyanobacteria. In plants, they are present in all tissues. The highest 
concentration of tocopherols is found in seeds, mainly in the form of γ- y δ-tocopherol, while 
vegetative tissues generally contain lower amounts, mainly in the form of α-tocopherol. 
Sunflower is a notable exception to this general rule, as α-tocopherol is the predominant 
tocopherol form not only in vegetative tissues, but also in the seeds, where it accounts for more 
than 95% of total tocopherols. This makes sunflower seeds and oil one of the richest food 
sources of vitamin E.  
 
Some uses of sunflower oil such as deep frying require high proportion of tocopherol 
forms other than α-tocopherol, mainly γ- and δ-tocopherol, due to their higher antioxidant power 
at high temperatures. Sunflower germplasm in which α-tocopherol has been partly to nearly 
totally replaced by other tocopherol forms has been developed through different breeding 
strategies. Thus, evaluation of variability in germplasm collections and mutagenesis has allowed 
the development of sunflower germplasm with increased levels of β-, γ-, and/or δ-tocopherol in 
the seeds. The expression pattern of such modified tocopherol profiles in different parts of the 
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plant was unknown at the beginning of this work. Similarly, no selection had been conducted to 
increase seed tocopherol levels in sunflower seeds, while genetic information on this trait was 
very scarce. 
 
A first objective of this work was the selection of sunflower germplasm with low and high 
total tocopherol content in seeds. First, a large germplasm collection of 952 accessions was 
evaluated for tocopherol content. Large phenotypic variability for this trait was observed in the 
collection, from 119 y 491 mg/kg. α-Tocopherol was the predominant form, representing more 
than 90% of the total tocopherols in nearly all the accessions. A plant-to-row selection program 
was conducted from selected accessions, after which the S4:5 lines IAST-413, with high total 
tocopherol content, and IAST-522, with low total tocopherol content were developed. In both 
cases the predominant tocopherol was α-tocopherol. One accession, PI 256334, showed high 
seed tocopherol content but also high self-incompatibility. In this case, the accession was 
crossed to the self-compatible line HA89 and simultaneous selection for self-compatibility and 
tocopherol content was conducted, which resulted in the development of the F5:6 line IAST-306. 
These three lines, together with HA89 used as a control, were sown in several sowing times for 
two years, which resulted in 14 environments. The two high tocopherol lines IAST-413 and 
IAST-306 expressed the trait consistently in all the environments. The low tocopherol line IAST-
522 could not be evaluated due insufficient seed production associated with self-incompatibility 
in most of the environments. 
 
Once sunflower lines with contrasting tocopherol content had been developed, a second 
objective of this Thesis was to study the inheritance of increased and reduced seed tocopherol 
contents. Plants of lines IAST-413 and IAST-522 were crossed to plantsof line HA89 and the P1, 
P2, F1, F1r, F2, F2r, BC1P1 and BC1P2 were evaluated in two environments. The BC to IAST-522 
could not be evaluated in one of the environments due to self-incompatibility in this line. Broad-
sense heritability estimates of 0.78 y 0.67, respectively and narrow-sense heritability estimates 
of 0.70 and 0.60, respectively were obtained for the crosses with IAST-413 in the two 
environments. Heritability was also estimated through the F2 to F3 correlation, which resulted in 
0.67. Additionally, realized heritability was also estimated, resulting in a value of 0.64. In 
crosses with IAST-522, broad-sense heritability estimates were 0.81 y 0.67, respectively in the 
two environments. For narrow-sense heritability, the estimate could only be obtained in the 
second environment, resulting in a value of 0.49, while heritability estimated as the F2 to F3 
correlation was 0.59. Estimates of the minimum number of genes were 1.04 and 1.95, 
respectively for the cross with IAST-413 and 1.55 and 1.62, respectively for the cross with IAST-
522. 
 
 A third objective of this work was the molecular study of total tocopherol content in 
sunflower seeds. A genetic linkage map was developed from an F2 population from the cross 
between IAST-413 and HA89 using 150 SSR and INDEL markers. Seven QTL associated with 
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total seed tocopherol content were identified. Five QTL were identified in the F2 generation and 
explained around 36% of the phenotypic variation, whereas five QTL explaining around 47% of 
the phenotypic variation were identified in the F3 generation. Three of the QTL were observed in 
both generations. The QTL with the largest effect, identified in both the F2 and F3 generations, 
was located on linkage group 10 and explained 19.8% and 24.9% of the phenotypic variation in 
the F2 and F3 generations, respectively. Similarly, a genetic linkage map formed by 147 SSR 
and INDEL markers was developed from an F2 population from the cross between the lines 
IAST-522 and HA89. Six QTL associated with total seed tocopherol content were identified in 
this population. Five of them were identified in the F2 generation and explained around 36% of 
the phenotypic variation, whereas two of them were identified in the F3 generation and explained 
around 34% of the phenotypic variation. One of the QTL, located on linkage group 11, was 
found in both generations and explained 15.4% and 17.7% of the phenotypic variation in the F2 
and F3 generations, respectively. It is important to note that three QTL located in linkage groups 
2, 4 and 17 were identified in both mapping populations. QTL on linkage group 4 was identified 
as a locus 2-methyl-6-phytil-1, 4-benzoquinone/2-methyl-6-solanyl-1, 4-benzoquinone 
methyltransferase (MT-2). 
 
 A fourth objective of the Thesis was the study of the expression of modified levels of 
seed tocopherols in other plant parts. Tocopherols were analysed in roots, leaves and pollen of 
10 sunflower lines with modified seed tocopherol levels, including IAST-413 and IAST-306 with 
increased total tocopherol content, IAST-522 with reduced total tocopherol content, in both 
cases in the form of α-tocopherol, two lines with different increased levels of β-tocopherol, two 
lines with increased levels of γ-tocopherol, two lines with different increased levels of both γ- 
and δ-tocopherol, and the control line HA89. In all cases, the lines with modified seed 
tocopherol profiles showed also similar modified tocopherol profiles in the other plant parts. 
Correlation between concentration of individual tocopherols, expressed as percentage of total 
tocopherols, between different plants parts ranged from 0.68 to 0.97, indicating that the 
modified genes in the lines with modified seed tocopherol profiles are not seed specific. The 
lines with increased total seed tocopherol content did not show significant higher levels of 
tocopherols in the other tissues. Conversely, the line with reduced seed tocopherol content 
showed also reduced tocopherol content in pollen. Expression of the seed modified tocopherol 
profiles in other plant parts may have important implications for selecting for these traits, since it 
is possible to select target phenotypes by analysis of leaves or pollen, without waiting for seed 
maturation. Also, previous studies suggest that the presence in vegetative tissues of tocopherol 
forms other than α-tocopherol may have a positive impact in plant performance, e.g. enhanced 










1. El Girasol      
 
1.1 Descripción taxonómica y morfológica 
 
El girasol, Helianthus annuus L. (del griego Helios - sol- y Anthos -flor), forma parte de 
la familia Asteraceae (plantas compuestas). Linneo lo denominó "annuus", es decir anual, 
porque en su época sólo se conocía esta especie anual de Helianthus. El género Helianthus 
tiene un número básico de cromosomas de n = 17 e incluye especies diploides, como H. 
annuus, tetraploides y hexaploides, y comprende aproximadamente 14 especies anuales, todas 
diploides, y 37 perennes (Schilling, 2006). 
 
El girasol cultivado es, en su origen, una especie típicamente de polinización abierta 
(planta alógama), ya que posee mecanismos fisiológicos de auto-incompatibilidad y de desfase 
entre la floración masculina y femenina, si bien algunas especies del género Helianthus tienen 
cierta capacidad de autofecundación, por lo que en estos casos se las puede considerar como 
especies parcialmente alógamas (Heiser, 1978; Seiler, 1997). Presenta un sistema radicular 
muy potente, formado por una raíz principal y un sistema de raíces secundarias que crecen 
primero de forma horizontal para, llegado un momento, hacerlo de forma perpendicular al suelo 
para un mejor aprovechamiento del agua. Sin embargo, este sistema radicular tiene un escaso 
poder de penetración frente a obstáculos, siendo un cultivo muy sensible a la compactación del 
suelo. El tallo alcanza una altura variable pudiendo llegar desde los 60 cm hasta los 2 m, 
siendo esta altura incluso mayor en el caso de girasoles para consumo de la pipa. En los 
cultivares comerciales el tallo no presenta ramificaciones, siendo muy áspero al tacto y con 
frecuente presencia de vellosidad que tienden a acentuarse cerca de la cabeza o capítulo. 
Podemos encontrar tricomas que contienen glándulas que segregan sustancias repelentes al 
olfato y al gusto, siendo un mecanismo de defensa frente a herbívoros. Las hojas son bastante 
grandes y se encuentran adheridas al tallo mediante un pecíolo. Las hojas están dispuestas de 
forma que las dos primeras están opuestas, mientras que el resto son alternas, siendo su 
número variable, como también es variable su tamaño, margen, pilosidad, etc. La superficie de 
las hojas generalmente tiene algún tipo de pilosidad, siendo posible también la presencia de 
tricomas (Seiler, 1997). 
 
La inflorescencia del girasol es de tipo capítulo, llamada de forma coloquial cabeza, y 
es característica de la familia de las plantas compuestas, donde se pueden diferenciar dos 




- Liguladas. Se disponen en una o dos filas en el perímetro del capítulo, en un número 
aproximado de 30 a 60. Son estériles y presentan un pistilo, estigma y estilo 
rudimentarios y no poseen anteras. Por lo general tienen un color amarillo vistoso pero 
también hay especies en las que el color es anaranjado o rojizo. Estos colores 
llamativos atraen a los insectos favoreciendo la polinización. 
- Tubulosas. Se disponen en el centro del capítulo en forma de espiral. Su número 
varía de 700-3000 siendo mayor para híbridos de semillas no oleaginosas. La floración 
comienza en la periferia, continuando progresivamente hacia el centro. Las flores son 
hermafroditas y cada una de ellas está formada por cinco pétalos fusionados entre sí, 
excepto en el ápice. Estas flores al fecundarse dan lugar a los frutos (Fig.2). 
 
 
Fig.1 Inflorescencia del girasol. 
 
Rodeando al capítulo se encuentran unas pequeñas hojas modificadas llamadas 
brácteas (Fig. 2), que tienen por misión proteger al capítulo. El fruto es de tipo aquenio. 
Consiste básicamente en la semilla propiamente dicha, llamada de forma coloquial almendra, 
que se encuentra unida a un pericarpio, llamado coloquialmente cáscara (Fig.2). El porcentaje 
de cáscara de las semillas es muy variable, oscilando del 10 al 60% del peso del aquenio. En 
las principales variedades cultivadas, la almendra representa más del 75% del peso del 
aquenio y su contenido de aceite puede representar del 26 al 72% (Miller y Fick, 1997). 
 
 
Fig.2 Inflorescencia de girasol fecundada. 
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1.2 Especies cultivadas y silvestres 
 
Además de H. annuus, especie cuya domesticación dio lugar al girasol cultivado, todas 
las especies del género Helianthus se encuentran en forma silvestre, creciendo de forma 
natural principalmente en los Estados Unidos, considerándose este país como el centro de 
origen y domesticación del girasol (Heiser, 1978). Las especies silvestres del género 
Helianthus están adaptadas a una gran diversidad de hábitats. Son plantas ramificadas que 
poseen numerosos capítulos, de tamaño consideradamente inferior al girasol cultivado. 
Asimismo, las semillas son también de mucho menor tamaño que las del girasol cultivado. Las 
especies silvestres de girasol representan una valiosa fuente de diversidad genética para la 
mejora genética del girasol cultivado (Fernández-Martínez et al., 2006), si bien la transferencia 
de genes de interés mediante cruzamientos interespecíficos entre formas silvestres y cultivadas 
presenta gran dificultad. Es más, en los casos de éxito, se puede ver que, junto con la 
transferencia del gen o genes de interés, han pasado también otros genes útiles en la 
naturaleza pero indeseables para el cultivo, que deben eliminarse mediante selección. Las 
especies silvestres de girasol presentan numerosas propiedades de interés para la mejora 
genética del girasol cultivado, entre las que se encuentran caracteres agronómicos como 
tolerancia a suelos salinos y a sequía, resistencia a plagas y enfermedades, y caracteres de 
calidad de la semilla y el aceite. De ahí la enorme importancia de preservar este reservorio 
genético, evitando su erosión génica para de esta manera disponer de la variabilidad genética 
necesaria para poder afrontar en el futuro situaciones no predecibles (Seiler, 2004; Seiler y 
Marek, 2011). 
 
1.3 Historia, origen y evolución del cultivo. 
 
Estudios recientes han confirmado que la domesticación del girasol a partir de formas 
silvestres de H. annuus tuvo lugar en el este de los actuales Estados Unidos (Blackman et al., 
2011), si bien otros estudios han sugerido que el girasol pudo ser domesticado también de 
manera independiente en México (Lentz et al., 2008). El girasol era ya muy utilizado por las 
tribus nativas americanas, quienes molían o trituraban las semillas para su consumo, siendo 
muy probable que incluso fabricaran un aceite que utilizaran en la elaboración del pan (Putt, 
1997). El girasol tuvo asimismo otros usos alternativos, entre ellos aplicaciones medicinales, 
tintes para teñir ropas y pintarse el cuerpo y para otras utilidades de índole decorativa y 
ceremonial. La evidencia más temprana de la domesticación del girasol se ha fechado hace 
unos 4500 años (Crites, 1993). 
 
La introducción en Europa del girasol domesticado fue llevada a cabo por exploradores 
españoles hacia el año 1.500 (Putt, 1997), desde donde se extendió por Europa Occidental 
para su uso principalmente ornamental, e incluso se desarrollaron algunas aplicaciones 
medicinales. La primera patente para una máquina capaz de extraer aceite de las semillas de 
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girasol fue otorgada en 1716 en Inglaterra, con fines industriales en pinturas y barnices (Putt, 
1997). 
 
El girasol llegó a ser un cultivo muy común en el siglo XVIII en Rusia, donde registros 
históricos documentan la producción de aceite de girasol hacia 1769, mientras que hacia 1830 
ya consta la comercialización a gran escala de aceite de girasol, promovida entre otras razones 
porque la iglesia rusa ortodoxa prohibió el consumo de ciertos aceites durante la cuaresma, 
entre los que no se encontraba el aceite de girasol. Fue en Rusia donde se inició la mejora 
genética científica del cultivo en la segunda mitad del siglo XIX, que dio lugar a un aumento 
considerable en el contenido en aceite además del desarrollo de cultivares resistentes a 
determinadas plagas y enfermedades (Putt, 1997). 
 
Hacia finales del s. XIX, las semillas de girasol de origen ruso retornan a Estados 
Unidos debido a los flujos migratorios. La primera utilización que se le dio al producto en 
Estados Unidos fue como alimento para aves de corral, siendo en 1926 cuando se documenta 
la producción de aceite obtenido a partir de la pipa de girasol. Las sucesivas guerras en la 
primera mitad del siglo XX provocaron una carencia de los aceites comestibles tradicionales lo 
que impulsó el cultivo de girasol como planta oleaginosa (Putt, 1997). 
 
1.4 Importancia económica 
 
Actualmente, el girasol ocupa la cuarta posición en producción mundial de aceite, por 
detrás de la palma, la soja, y la colza-canola, con una producción para el período 2009-2013 
(promedio de los cinco años) en torno a 13.3 Mt (FAOSTAT, 2015). Los principales países 
productores en dicho período fueron Ucrania, Rusia y Argentina, encontrándose España como 
séptimo país productor (Tabla 1).  
Tabla 1. Producción mundial de aceite de girasol (toneladas) de los principales países 
productores, desde 2009 a 2013 (FAOSTAT, 2015) 
PAIS 2009 2010 2011 2012 2013 Promedio 
Ucrania 2,771,808 2,990,418 3,177,246 3,803,597 2,302,801 3,009,174 
Rusia 2,804,966 2,529,261 2,545,395 3,589,000 3,284,000 2,950,524 
Argentina 1,418,821 1,127,698 1,489,706 1,541,580 1,074,700 1,330,501 
Turquía 548,811 709,941 806,148 819,049 875,444 751,879 
Francia 588,700 568,100 644,600 590,800 578,800 594,200 
China 403,373 513,384 474,648 454,501 314,586 432,098 
España 418,164 359,166 450,910 280,262 430,462 387,793 
Hungría 281,966 306,279 328,500 373,700 450,000 348,089 
Rumanía 241,027 327,590 360,040 319,711 327,815 315,237 
Estados Unidos 296,196 331,576 223,621 196,000 195,600 248,599 
India 382,000 215,000 165,000 183,000 195,400 228,080 
Kazajistán 125,459 162,491 166,652 223,536 206,043 176,836 
Bulgaria 174,000 151,500 165,474 186,683 186,683 172,868 
Tanzania 76,230 68,010 138,900 163,290 152,850 119,856 
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En España, el girasol oleaginoso comenzó a cultivarse en Andalucía en los años 60, 
siendo en la actualidad el principal cultivo oleaginoso anual en España con un porcentaje 
superior al 95% de la producción total de oleaginosas. La superficie media cultivada en el 
período 2009-2013 fue de 804.438 has, repartidas principalmente en Andalucía, Castilla y León 
y Castilla La Mancha, que en conjunto representan alrededor del 95% del cultivo de girasol en 
España (MAGRAMA, 2012). El 95% de la producción de girasol se encuentra bajo condiciones 
de secano, que producen bajos rendimientos de semillas debido a la necesidad de siembra 
tardía después del período de bajas temperaturas y la ocurrencia de calor y la sequía durante 
el llenado de semillas (Domínguez-Giménez, 1997). El rendimiento promedio de semillas en 
España es de alrededor de 1.1 t / ha, existiendo variaciones en los rendimientos de semilla 
entre las tres regiones principales de producción: 1,4 t / ha en Andalucía, 1,2 t / ha en Castilla y 
León, y 0,8 t / ha en Castilla La Mancha (MAGRAMA, 2012). 
 
1.5 Girasol oleaginoso: características del aceite de girasol 
 
Existen tres grandes grupos de variedades de girasol de acuerdo con su uso: 
variedades oleaginosas, destinadas a la obtención de aceite de sus semillas, variedades de 
consumo directo o confiteras, destinadas al consumo directo de sus semillas bien como 
aperitivo o en productos de pastelería y panadería (Fig.3), y variedades ornamentales 
(Fernández-Martínez et al., 2009). Las principales características que diferencian a los 
girasoles de semillas oleaginosas de los de semillas de consumo directo son el contenido de 
aceite, el tamaño de las semillas y el porcentaje de cáscara. Las semillas oleaginosas son en 
general de color negro, de pequeño tamaño, con un alto contenido en aceite aproximadamente 
un 50% y bajo contenido en cáscara. El contenido de aceite depende del porcentaje de cáscara 
y de la concentración de aceite en la almendra (Fernández-Martínez et al., 2009) 
 
 
Fig.3 Semillas oleaginosas y confiteras. 
 
El aceite de girasol está compuesto mayoritariamente por moléculas de triacilglicerol, 
formadas por tres ácidos grasos unidos a un esqueleto de glicerol, que representan más del 
95% del peso total del aceite. El resto son compuestos lipídicos y liposolubles, algunos de 
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ellos, como los tocoferoles o los fitoesteroles, con un gran valor debido a las propiedades 
funcionales y nutricionales que le confieren al aceite (Velasco y Ruiz-Méndez, 2015).  
 
En relación con el perfil de ácidos grasos, el aceite de girasol estándar está compuesto 
principalmente por cantidades variables de los ácidos grasos insaturados oleico (18:1) y 
linoleico (18:2), que en conjunto representan aproximadamente el 90% del total de ácidos 
grasos del aceite. El 10% restante corresponde a los ácidos grasos saturados palmítico (16:0) y 
esteárico (18:0). La proporción relativa de los ácidos oleico y linoleico es variable y depende en 
gran medida de la temperatura durante el desarrollo de la semilla (Fernandez-Martinez et al., 
1993).  
En función de su composición en ácidos grasos, podemos encontrar en el mercado dos 
tipos de aceites de girasol (ASAGIR, 2003): 
 
a) Aceite poliinsaturado: Se caracteriza por un contenido de ácido linoleico entre el 45 y 
75%, dependiendo del ambiente.  
b) Aceite monoinsaturado: Se caracteriza por un contenido en ácido oleico medio (de 
55 a 75%) o alto (de 85 a 90%). Este tipo de aceite presenta una mayor estabilidad 
termooxidativa que el aceite de tipo poliinsaturado que lo hace más apropiado para 
procesos que requieren elevadas temperaturas (frituras, etc.). 
 
La harina obtenida tras la extracción del aceite de las semillas de girasol es rica en 
proteínas y se utiliza principalmente para alimentación animal. La calidad de la harina depende 
principalmente del contenido en fibra y proteína, perfil de aminoácidos de la proteína, y 
contenido en compuestos fenólicos. El contenido en fibra de la harina está relacionado 
directamente con el porcentaje  de cáscara de los aquenios (Park et al., 1997). La presencia de 
un alto contenido de fibra en la harina reduce su valor nutritivo y digestibilidad. El contenido de 
proteína de la almendra esta correlacionado negativamente con el aceite. El perfil de 
aminoácidos de la proteína de girasol se caracteriza por una fuerte deficiencia en lisina, lo que 
limita su valor nutricional (Alzueta et al., 1999). Las semillas de girasol también poseen 
compuestos fenólicos que permanecen en la harina tras la extracción del aceite, ejerciendo un 




2. Vitamina E 
 
2.1 Características generales 
 
El término vitamina E engloba principalmente a los tocoferoles y tocotrienoles, también 
denominados tococromanoles, que junto con las vitaminas A, D y K constituyen el grupo de las 
vitaminas liposolubles (Sayago et al., 2007). En estado puro estos compuestos son líquidos 
viscosos de color amarillento, que se descomponen fácilmente en presencia de luz, oxígeno, 
pH alcalino e iones de metales de transición (Bramley et al., 2000). Son compuestos 
esenciales, puesto que nuestro organismo no puede sintetizarlos, por lo que su aporte se 
realiza a través de la dieta en pequeñas cantidades. Los tocoferoles se localizan en los tejidos 
de las plantas y son la principal forma de vitamina E presente en las semillas y tejidos 
vegetativos de la mayoría de plantas dicotiledóneas. Por el contrario, los tocotrienoles 
raramente se encuentran en el tejido fotosintético de las plantas, siendo la forma más 
abundante de la vitamina E en el endospermo de las semillas de la mayoría de las 
monocotiledoneas, incluyendo importantes granos de cereales, tales como trigo, arroz y 
cebada. Los tocotrienoles también se encuentran en el endospermo de semillas de un número 
limitado de dicotiledoneas, incluyendo especies de Apiaceae y Solanaceae, como el tabaco 
(Sen et al., 2006). 
 
 Estructuralmente, los tococromanoles consisten en un grupo cromano, compuesto por 
un anillo fenólico y un anillo heterocíclico, unido a una cadena lateral de naturaleza isoprenoide 
(Fig.4). En el caso de los tocoferoles dicha cadena lateral es saturada, y en los tocotrienoles es 
insaturada, presentando tres dobles enlaces. En la naturaleza, se encuentran cuatro formas 
diferentes de tocoferoles y de tocotrienoles, que se han denominado α, β, γ y δ dependiendo 
del número y posición de grupos metilo en el anillo 6-cromanol (Seppanen et al., 2010). En los 
tejidos fotosintéticos, la forma de tocoferol más común es α-tocoferol, mientras que en las 
semillas predominan γ- y δ-tocoferol (Munné-Bosch y Alegre, 2002; DellaPenna, 2005a; 
Horvath et al., 2006), si bien se encuentran excepciones notables como es el caso de girasol y 
cártamo cuyas semillas poseen la mayoría de los tocoferoles en forma de α-tocoferol, 
representando más del 95% del total de tocoferoles (Mène-Saffrané y DellaPenna, 2010). Las 
semillas generalmente acumulan entre diez y veinte veces más tocoferoles que las hojas 
(Mène-Saffrané y DellaPenna, 2010). 
        
 
Fig.4 Estructura química de los tocoferoles. 
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Los tocoferoles se caracterizan por tener una doble actividad antioxidante, in vivo e in 
vitro (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996). La actividad antioxidante in vivo es conocida como 
actividad de vitamina E y su función es la protección de las membranas biológicas del daño 
oxidativo (Wang y Quinn, 1999). Los tocoferoles participan también en la señalización celular y 
la regulación génica (Munné-Bosch y Alegre, 2002; Munné-Bosch y Falk, 2004; Munné-Bosch, 
2007). Como antioxidantes in vitro, los tocoferoles actúan protegiendo aceites y alimentos de la 
oxidación durante su almacenamiento y uso (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996). Los cuatro tipos 
de tocoferoles se diferencian en su actividad antioxidante, siendo α-tocoferol el que presenta 
mayor actividad antioxidante in vivo. Así, si se asigna a α-tocoferol un valor de vitamina E de 
1.0, el valor de la vitamina E de los otros tocoferoles se ha estimado en 0.5 para β-tocoferol, 
0,1 para γ-tocoferol, y 0,01 para δ-tocoferol (Eitenmiller y Lee, 2004). En relación con la 
actividad antioxidante in vitro, los resultados obtenidos en diferentes estudios han sido 
dispares, lo que se ha interpretado como que la eficacia relativa de los tocoferoles depende de 
su concentración, así como de la temperatura de operación del aceite (Seppanen et al., 2010).  
 
Las diferencias en la actividad antioxidante de los diferentes tipos de tocoferoles se 
deben a sus características estructurales. En general, el grupo hidroxilo fenólico es crítico para 
la actividad antioxidante de dichos compuestos, como donante de un hidrógeno para estabilizar 
a los radicales libres. Por otro lado, la presencia de tres grupos metilo en el anillo aromático 
resulta crítica para la mayor actividad biológica de α-tocoferol (Bramley et al., 2000). Cambios 
en la cadena isoprenoide influyen asimismo en la actividad biológica de estos compuestos. La 
molécula de tocoferol tiene tres centros quirales, en la posición 2 del anillo cromanol y en las 
posiciones 4' y 8' de la cadena fitil, resultando un total de 8 posibles estereoisómeros (RRR, 
RSR, RRS, RSS, SRR, SSR, SRS, SSS) (Mustacich et al., 2007). La forma natural de α-
tocoferol se corresponde con la configuración RRR-α-tocoferol, y la forma sintetizada 
químicamente es una mezcla por igual de los ocho posibles estereoisómeros, denominada all-
rac-α-tocoferol, con una actividad vitamina E del 21% respecto al 100% de la forma natural 
(Eitenmiller, 1997). De igual forma el número y posición de los grupos metilo en el anillo 6-
cromanol, el grado de saturación de la cadena lateral y la estereoquímica afectan a la retención 
en el cuerpo humano de cada uno de estos compuestos (DellaPenna y Mène-Saffrané, 2011). 
 
 Históricamente, la vitamina E fue identificada en 1922 como un factor presente en 
vegetales de hoja verde y que resultaba esencial para la reproducción humana (Evans y 
Bishop, 1922). En 1925 Evans sugirió la adopción de la letra E para nombrar a este factor por 
su proximidad dentro de la serie alfabética, a la designación de la vitamina antirraquítica D. 
Años más tarde, en 1936, se logró aislar y purificar la vitamina E a partir de aceite de germen 
de trigo y se le dio el nombre de α-tocoferol, cuya etiología viene del griego “tokos” (nacimiento) 
y “pherein” (manifestar o poner a la luz). El sufijo –ol se añadió para indicar la naturaleza 
alcohólica de la sustancia. Además se estableció su formula química (C29H50O2) (Evans et al., 
1936). Al año siguiente se aislaron el β- y γ-tocoferol, comprobándose que la actividad biológica 
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para α-tocoferol era mayor que la de β- y γ-tocoferol (Emerson et al., 1937). En el año 1938 se 
identificó la estructura natural del α-tocoferol, como un (RRR)-estereoisómero (Fernholz, 1938). 
En el año 1947 se llevo a cabo el aislamiento de δ-tocoferol a partir de aceite de soja (Stern et 
al., 1947). Otros componentes de aceites vegetales fueron aislados pensando que podrían ser 
otros tocoferoles ya que poseían una actividad similar a α-tocoferol. Pero cuando se analizaron 
las estructuras químicas de estas sustancias se encontraron insaturaciones en su cadena 




Los tococromanoles son sintetizados exclusivamente por organismos fotosintéticos, 
incluyendo las plantas, algas verdes y algunas cianobacterias (Munné-Bosch y Alegre, 2002; 
Falk y Munné-Bosch, 2010). Aunque la ruta biosintética de los tococromanoles fue dilucidada 
en 1979 (Soll y Schultz, 1979), el análisis de las enzimas clave de la ruta biosintética comenzó 
en la década de 1990, con enfoques de genética y metodologías basadas en la genómica 
realizados en los organismos modelo Arabidopsis thaliana y Synechocystis sp. PCC6803 (Li et 
al., 2008). Mediante estos análisis, se demostró que la mayoría de los genes que codifican las 
enzimas clave de la ruta biosintética estaban evolutivamente conservados en estos dos 
organismos, y se comprobó que todas las actividades de la ruta biosintética estaban 
localizadas en los plastidios (a excepción de la 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, localizada en 
el citosol). 
 
La ruta biosintética de los tocoferoles utiliza como precursores dos compuestos 
procedentes de diferentes rutas metabólicas: (I) el ácido homogentísico (HGA), empleado en la 
síntesis del anillo fenólico del grupo cromano, deriva del catabolismo de la tirosina (ruta 
citosólica del siquimato), y (II) el fitil-difosfato (PDP), para la síntesis de la cadena isoprenoide, 
deriva de la ruta plastidial de síntesis de compuestos isoprenoides [vía del metileritritol-fosfato 
(MEP)] o bien del fitol libre procedente de la degradación de la clorofila (DellaPenna 2005a, 
2005b; DellaPenna y Pogson, 2006). En la Fig.5 se presenta un esquema general de la ruta de 
























































2.2.1 Síntesis de precursores 
 
Síntesis del ácido homogentísico 
 
El primer paso de la ruta biosintética de los tocoferoles es la síntesis del ácido 
homogentísico (HGA). La enzima citosólica hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) cataliza la 
síntesis del ácido homogentísico desde el hidroxifenilpiruvato (HPP), que deriva de la tirosina o 
del prefenato por la actividad de la tirosina aminotransferasa (TAT) en plantas o de la prefenato 
deshidrogenasa en bacterias, respectivamente (Mène-Saffrané y DellaPenna, 2010; Lushchak 




















Fig.6 Síntesis del ácido homogentísico en bacterias y plantas superiores. 
 
El análisis de la enzima hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) en A. thaliana 
demostró que esta enzima está implicada tanto en la biosíntesis de los tocoferoles como 
también de la plastoquinona, observándose que cualquier interrupción de la actividad de la 
enzima afectaba a la síntesis de ambos compuestos. Por el contrario, en Synechocystis sp. 
PCC6803 se pudo comprobar que la interrupción de la actividad de esta enzima sólo afectaba 
a la síntesis de los tocoferoles, indicando que la síntesis de la plastoquinona en bacterias es 
una ruta independiente y diferente a la existente en las plantas (Dahnhardt et al., 2002; Schledz 
et al., 2001; DellaPenna y Mène-Saffrané, 2011).  
 
El estudio de la contribución de hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) a la biosíntesis 
de tocoferoles se llevó a cabo en plantas transgénicas de Arabidopsis mediante silenciamiento 
y sobreexpresión del gen que codifica esta enzima. El silenciamiento de este gen resultó en la 
incapacidad de convertir hidroxifenilpiruvato (HPP) en ácido homogentísico (HGA) y por lo tanto 
la imposibilidad de generar plastoquinona y tocoferoles (Norris et al., 1998). La sobreexpresión 

























de la enzima incrementó sustancialmente sus niveles pero tan sólo produjo un pequeño 
aumento en el contenido total de tocoferoles. Esto llevó a la conclusión de que la 
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) no era, por sí sola, suficiente para aumentar la tasa de 
biosíntesis de tocoferoles, teniendo en cuenta por otro lado que el ligero incremento en la 
biosíntesis de tocoferoles puede estar relacionado con el aumento de la degradación del ácido 
homogentísico (HGA) en las plantas sobreexpresadas (Tsegaye et al., 2002; DellaPenna y 
Mène-Saffrané, 2011; Lushchak y Semchuk, 2012). 
 
Síntesis del fitil-difosfato 
 
El fitil-difosfato (PDP) deriva, por un lado, de la ruta plastidial metileritritol-fosfato 
(MEP), la cual genera isopentenil-difosfato (IPP) (Fig.7). La unión de cuatro moléculas de 
isopentenil-difosfato genera el compuesto intermediario geranilgeranil-difosfato (GGDP), 
pudiendo ser el PDP generado directamente a partir de este intermediario mediante la acción 
de la geranilgeranil-difosfato reductasa (GGDR) (Munné-Bosch y Alegre, 2002; Lushchak y 
Semchuk, 2012). No obstante, la mayor parte del PDP para la síntesis de tocoferoles procede 
del reciclaje del fitol libre, producto de la degradación de la clorofila, hecho que se observó por 
primera vez en un mutante de Arabidopsis con bajos niveles de tocoferoles en semillas 
afectado en un gen que codifica una enzima fitol quinasa (denominado VTE5) (Norris et al., 
2004; Valentin et al., 2006; Lushchak y Semchuk, 2012). Se estima que alrededor del 80% del 
PDP empleado para la biosíntesis de tocoferoles se forma en los tilacoides vía geranilgeranil 
clorofila, y que el restante 20% se forma directamente por la reducción del geranilgeranil-











































2.2.2 Síntesis de tocoferoles 
 
Prenilación del ácido homogentísico (HGA) 
 
El fitil-difosfato (PDP) es el sustrato para llevar a cabo la condensación con el ácido 
homogentísico (HGA) y producir 2-metil-6-fitilbenzoquinol (MPBQ), siendo la homogentisato fitil 
transferasa (HPT) la encargada de catalizar dicha reacción. Este paso genera a los primeros 
intermediarios en la síntesis de todos los tocoferoles y tocotrienoles (DellaPenna y Menè-
Saffrané, 2011) (Fig.5). Estudios en Synechocystis sp. PCC6803 pusieron de manifiesto que 
tanto tocoferoles como tocotrienoles eran sintetizados por una sola enzima (codificada por el 
gen slr1736) con la capacidad de utilizar fitil-difosfato (PDP) y geranilgeranil-difosfato (GGDP) 
como sustratos. Sin embargo, esta misma enzima en A. thaliana (codificada por el gen 
denominado VTE2) solamente era capaz de utilizar fitil-difosfato (PDP) como sustrato para 
producir 2-metil-6-fitilbenzoquinol (MPBQ). Más tarde, ensayos realizados en 
monocotiledóneas, las cuales acumulan tocotrienoles como forma principal de tococromanoles 
en semillas, denominaron a esta enzima como ácido homogentísico geranilgeranil transferasa 
(HGGT), ya que podía usar geranilgeranil-difosfato (GGDP) como sustrato para producir 2-
metil-6-geranilgeranilbenzoquinol (MGGBQ) (Cahoon et al., 2003). De tal forma que slr1736, 
VTE2 y HGGT se las puede denominar como homogentisato prenil transferasas (Collakova y 
DellaPenna, 2001; Schledz et al., 2001; Savidge et al., 2002). Por lo tanto, la especificidad de 
sustrato de la homogentisato fitil transferasa (HPT) es un factor clave para determinar si los 
tocoferoles, los tocotrienoles o ambas clases de compuestos se pueden sintetizar en un 
organismo (Cahoon et al., 2003; DellaPenna, 2005a, 2005b). 
 
 El estudio de la homogentisato fitil transferasa (HPT) en Synechocystis sp. PCC 6803 y 
Arabidopsis, demostró que se trataba de una enzima limitante de la biosíntesis de tocoferoles. 
La interrupción de la actividad de esta enzima en ambos sistemas producía la ausencia total de 
tocoferoles e intermediarios de su ruta de biosíntesis (Sattler et al., 2004). En Arabidopsis la 
sobreexpresión de VTE2 resultó en un incremento sustancial del contenido total de tocoferoles 
en hojas y semillas (Collakova y DellaPenna, 2003; Lushchak y Semchuk, 2012). 
 
Metilación del 2-metil-6-fitilbenzoquinol (MPBQ) 
 
Esta reacción de metilación esta catalizada por la MPBQ metiltransferasa (MPBQ-MT) 
que añade un segundo grupo metilo al 2-metil-6-fitilbenzoquinol (MPBQ) para formar 2,3-
dimetil-5-fitil-1,4-benzoquinona (DMPBQ). Este paso determina el número y posición de los 
grupos metilo en los productos finales y, en consecuencia, las formas de tocoferoles que se 




Cuando se identificó este gen en Synechocystis sp. PCC6803 (sll0418) y Arabidopsis 
(VTE3) se pudo comprobar que ambos genes no eran ortólogos y que solo compartían un 18% 
de homología en su secuencia de aminoácidos, mientras que el resto de las enzimas de la ruta 
biosintética comparten una homología significativamente superior entre plantas y 
cianobacterias (Cheng et al., 2003). Se observó que una mutación del gen MPBQ-MT de 
Synechocystis sp. PCC6803 provoca una alteración en la composición de tocoferoles. Los 
mutantes acumulan cantidades sustanciales de β-tocoferol, a diferencia de la forma silvestre 
que acumula α-tocoferol. La síntesis de plastoquinona no se vio afectada en el mutante, lo que 
confirmó la presencia de dos rutas diferentes para la síntesis de tocoferoles y de plastoquinona 
en Synechocystis sp. PCC6803 (Cheng et al., 2003). 
 
En Arabidopsis, se identificaron varias líneas mutantes con pérdida parcial (vte3-1) o 
total (vte3-2) de la actividad MPBQ-MT. Los mutantes vte3-1 mostraron una disminución de los 
niveles de α- y γ-tocoferol y un incremento de los niveles de β- y δ-tocoferol en hojas, mientras 
que el mutante vte3-2 mostró únicamente presencia de β- y δ-tocoferol. En semillas, tanto vte3-
1 como vte3-2 mostraron un incremento en δ-tocoferol y en el contenido total de tocoferoles 
(Cheng et al., 2003). Mutantes con alteraciones de la actividad MPBQ-MT se han identificado 
también en maíz (Cook y Miles, 1992) y girasol (Tang et al., 2006). 
 
Ciclación del anillo 
 
La enzima que cataliza esta reacción es la tocoferol ciclasa (TC). Esta enzima puede 
utilizar como sustratos MPBQ y DMPBQ para producir δ- y γ-tocoferol, respectivamente (Li et 
al., 2008) (Fig.5). La tocoferol ciclasa (VTE1) fue la primera enzima de la ruta de biosíntesis de 
tocoferoles que se identificó, concretamente al identificar una mutación de la misma que 
provocaba la ausencia de acumulación de tocoferoles en hojas y semillas pero no del 
intermediario de la ruta DMPBQ (Porfirova et al., 2002). Varios años antes se había descubierto 
un mutante tocoferol ciclasa en maíz (sxd1, sucrose export defective1) que provocaba un 
bloqueo en el transporte de sacarosa desde las hojas. Estudios del gen SXD1 y VTE1 
mostraron una alta similitud en su secuencia (62%), lo que sugirió que se trataba de genes 
ortólogos que codificaban una enzima con actividad tocoferol ciclasa (Porfirova et al., 2002; 
Hofius y Sonnewald, 2003; Sattler et al., 2003). 
 
Metilación del anillo 
 
La enzima γ-tocoferol metiltransferasa (γ-TMT) cataliza la conversión entre las 
diferentes formas de tocoferoles, añadiendo un grupo metilo a la posición sexta en el anillo 
cromanol convirtiendo δ- y γ-tocoferol a β- y α-tocoferol, respectivamente (DellaPenna, 2005a, 
2005b; DellaPenna y Last, 2006) (Fig. 5). Shintani y DellaPenna (1998) aislaron el gen que 
codifica esta enzima en Synechocystis (srl0089) y comprobaron que la pérdida de actividad de 
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la enzima reducía drásticamente la acumulación de α-tocoferol, provocando acumulación de γ-
tocoferol en su lugar, si bien el contenido total de tocoferoles era menor que en la forma 
silvestre. Bergmüller et al. (2003) aislaron el gen que codifica la γ-TMT en Arabidopsis (VTE4) a 
través de la identificación de una línea mutante vte4 con el gen que codifica la γ-tocoferol 
metiltransferasa alterado. El mutante vte4 acumulaba γ-tocoferol y pequeñas cantidades de δ-
tocoferolen hojas, con ausencia de α- y β-tocoferol. Sin embargo el contenido total de 
tocoferoles en el mutante permanecía similar al de la especie silvestre. Resultados similares se 
obtuvieron en plantas transgénicas de tabaco con el gen γ-tocoferol metiltransferasa alterado 
(Abbasi et al., 2007). En girasol, Hass et al. (2006) encontraron que la prácticamente completa 





3. Función de los tocoferoles 
 
3.1 Actividad antioxidante 
 
Los ácidos grasos son susceptibles a la oxidación, particularmente cuando están 
presentes dobles enlaces, donde los átomos de hidrógeno son particularmente reactivos 
(Schneider, 2005). Este proceso se denomina peroxidación lipídica y consta de tres pasos 
fundamentales: iniciación, propagación y terminación (Gutteridge, 1995; Bramley et al., 2000; 
DellaPenna y Menè-Saffrané, 2011). Los tocoferoles tienen una gran actividad antioxidante que 
ejercen mediante su capacidad de capturar a radicales libres, evitando así procesos de 
oxidación de lípidos en alimentos y sistemas biológicos (McCay, 1978; Burton y Traber, 1990). 
Las tres etapas de la peroxidación lipídica y el papel protector de los tocoferoles se detallan a 
continuación: 
 
- Fase de iniciación: Comienza cuando un radical libre reacciona con un ácido graso 
insaturado sustrayéndole un átomo de hidrógeno, dando lugar a un ácido graso radical 
o radical alquilo (L•) muy inestable (Fig.8a). 
- Fase de propagación: Durante esta fase, el ácido graso radical inestable rápidamente 
se reorganiza de forma espontánea en un conjugado dieno radical que reacciona con 
otra molécula de oxígeno, convirtiéndose en un ácido graso peroxil radical (LOO•) 
altamente reactivo, que puede reaccionar con otro ácido graso insaturado, resultando la 
formación de un peróxido lipídico (LOOH) y otro ácido graso radical (L•). Este ciclo 
continua ya que el nuevo ácido graso radical se comporta de la misma manera (Fig. 
8b). Se trata por tanto de un mecanismo de reacción en cadena. Este proceso sólo se 
detendrá cuando dos radicales reaccionen y formen una especie no radical.  
- Fase de terminación: La molécula de tocoferol dona su hidrógeno fenólico a un ácido 
graso peroxil radical (LOO•) altamente reactivo (Fig.8c) convirtiéndolo en un ácido 
graso hidroperóxido (LOOH) mucho menos reactivo y generándose también en el 
proceso el radical tocoferoxil (TO•), que es mucho más estable que el ácido graso 
peroxil radical (LOO•) (Fig.8d). En condiciones normales, este radical no reacciona con 





formar una especie no radical o bien puede ser reconvertido a tocoferol gracias a otros 
reductores celulares, generalmente ascorbato, ubiquinol, plastoquinona, etc. (Buettner, 1993)
(Fig.8e). 
 
Existe un segundo mecanismo de protección por parte de la molécula de tocoferol 
basado en la captura física o química del oxígeno singlete (
lípidos de membrana, proteínas, ácidos nucleicos, nucleótidos, carbohidratos y tioles.
captura física del oxígeno singlete se produce por un mecanismo de tran
altamente eficiente y disipación térmica que devuelve al oxígeno a su estado fundamental (
sin daño alguno para la molécula de 
química del oxígeno singlete resulta en la apertura del
correspondiente tocoferol quinona, la cual puede participar en la reacciones de transferencia de 
electrones en plantas y animales




3.2.1 Función de los tocoferoles en plantas
 
De entre todos los tocoferoles
fotosintéticos, donde es sintetizado y almacenado principalmente en los
localizado en las membranas de los cloroplastos, membranas tilacoidales y plasto
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función de los tocoferoles, esencialmente del α-tocoferol, es la capacidad para reducir los 
niveles de las especies reactivas de oxígeno (ROS) en las membranas fotosintéticas y limitar la 
peroxidación lipídica. Los cloroplastos son los mayores generadores de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) y particularmente de oxígeno singlete (Asada, 2006). Por lo tanto, se ha 
asumido que la presencia de α-tocoferol en las membranas de los cloroplastos está relacionada 
con la capacidad de los tocoferoles para eliminar o atrapar a las moléculas de oxígeno singlete 
y radicales peroxil. Además, α-tocoferol tiene la capacidad de actuar conjuntamente con otros 
antioxidantes, como el glutatión y el ácido ascórbico (Kanwischer et al., 2005) o los 
carotenoides (Li et al., 2008) para reducir los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
en los cloroplastos. De esta manera, los tocoferoles son esenciales para mantener un estado 
redox adecuado y proteger en consecuencia la estructura y función de las membranas 
tilacoidales (Li et al., 2008), quedando así el aparato fotosintético protegido de la toxicidad 
causada por el oxígeno a través de la peroxidación lipídica (Munné-Bosch, 2007). 
 
En los tejidos no fotosintéticos, los tocoferoles participan en la prevención de la 
autooxidación de los ácidos grasos poliinsaturados (Hofius y Sonnewald, 2003). Como ya se ha 
indicado anteriormente, la semilla es el órgano vegetal que contiene mayores niveles de 
tocoferoles (DellaPenna y Pogson, 2006; Grusak y DellaPenna, 1999). Este rasgo se ha 
conservado a lo largo de la evolución de las plantas, lo que ha sugerido una función importante 
de los tocoferoles en las semillas, principalmente a nivel de prevención de la peroxidación 
lipídica durante los procesos de dormancia, germinación y primeros estadíos de desarrollo 
(Sattler et al., 2004; DellaPenna y Menè-Saffrané, 2011). 
 
 Se ha demostrado asimismo que los tocoferoles en plantas no presentan únicamente 
una función antioxidante, protegiendo a las membranas celulares, sino que están también 
implicados en otro tipo de mecanismos, como:  
 
a) La señalización celular, bien interactuando directamente con componentes clave de 
la cascada de señalización, o indirectamente a través de la prevención de la 
peroxidación lipídica o la captura de oxígeno singlete (Munné-Bosch y Alegre, 2002;  
Munné-Bosch, 2007). Esta función se puede sintetizar en varios niveles de acción. En 
primer lugar, los tocoferoles tienen la capacidad de regular la expresión de ciertos 
genes, como los que participan en el metabolismo de los carbohidratos (Porfirova et al., 
2002; Sattler et al., 2003; Hofius et al., 2004). Asimismo, los tocoferoles y su producto 
de oxidación tocoferoxil quinona podrían suministrar una señal de muerte celular 
programada (Li et al., 2008). 
b) La estabilidad de las membranas a través de la formación de complejos con 
componentes lipídicos de las mismas que tienden a desestabilizar la estructura de la 
bicapa, tales como ácidos grasos libres y lisofosfolípidos (Wang y Quinn, 1999).  
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c) La adaptación de las plantas a estreses ambientales provocados por altas o bajas 
temperaturas, disponibilidad limitada de agua, o alta salinidad (Munné-Bosh, 2005; 
Maeda et al., 2006; Abassi et al., 2007; Mène- Saffrané y DellaPenna, 2010). 
 
En los tejidos fotosintéticos no sólo hay α-tocoferol, sino que también se encuentran 
cantidades detectables de γ-tocoferol. En principio se pensó que este homólogo simplemente 
funcionaba como precursor para la síntesis de α-tocoferol, pero diferentes estudios han 
sugerido papeles específicos para γ-tocoferol (Mène-Saffrané y DellaPenna, 2010). Así, 
estudios en animales mostraron que sólo el γ-tocoferol tenía la capacidad de reaccionar 
químicamente con el óxido nitroso (NO), un gas inestable asociado a varias funciones en 
animales y plantas, formando 5-nitroso-γ-tocoferol (Cooney et al., 1993). Basándose en estas 
observaciones se concluyó que el γ-tocoferol podría estar implicado en la regulación de los 
niveles de óxido nitroso en células animales y más recientemente este concepto se ha 
extendido a las plantas (Desel y Krupinska, 2005). 
 
3.2.2. Función de los tocoferoles en la salud humana. 
 
Al igual que todos los nutrientes esenciales, se requiere un mínimo de vitamina E (α-
tocoferol) en la dieta humana para mantener una salud óptima. La deficiencia de la vitamina E 
es bastante rara, ya que se encuentra presente en numerosos alimentos y por lo tanto su 
carencia sólo se observa en los casos de desnutrición severa o en individuos con defectos 
genéticos en la proteína transportadora de α-tocoferol (α-TTP) o bien por alteraciones que 
afectan a la absorción de la grasa de la dieta (Brigelius-Flohé, 2006; Traber, 2007; Muller, 
2010; DellaPenna y Mène-Saffrané, 2011). El déficit de vitamina E resulta en diversas 
alteraciones neurológicas como ataxia (problemas de equilibrio y coordinación), miopatía 
(debilidad muscular) y daño en la retina del ojo. Además, niveles bajos de vitamina E se han 
asociado con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cáncer y 
disminución de la función inmune (Kushi et al., 1996; Wright et al., 2006). 
 
La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) y 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) han establecido unos niveles de ingesta diarias 
recomendadas (IDR) de vitamina E dependiendo de la edad del individuo que pueden ser 










Tabla 2. Cantidades promedio diarias de ingesta de vitamina E(FAO-OMS, 2002) 




Bebés hasta los 6 meses de edad 4 mg    (6 UI) 
Bebés de 7 a 12 meses de edad 5 mg    (7.5 UI) 
Niños de 1 a 3 años de edad 6 mg    (9 UI) 
Niños de 4 a 8 años de edad 7 mg    (10.4 UI) 
Niños de 9 a 13 años de edad 11 mg  (16.4 UI) 
Adolescentes de 14 a 18 años de edad 15 mg  (22.4 UI) 
Adultos 15 mg  (22.4 UI) 
Mujeres y adolescentes embarazadas 15 mg  (22.4 UI) 
Mujeres y adolescentes en período de lactancia 19 mg  (28.4 UI) 
 
Aunque la deficiencia de vitamina E es poco común en personas sanas, una dieta poco 
variada puede provocar una ingesta de cantidades de vitamina E inferiores a las 
recomendadas. Por ejemplo, se ha estimado que sólo una minoría de la población de USA 
tiene a través de la dieta un nivel de vitamina E adecuado (Maras et al., 2004). Por este motivo, 
se ha sugerido la conveniencia de aumentar los niveles de vitamina E en los alimentos, 
mediante mejora genética de las plantas, y mejorando los mecanismos de procesamiento de 
los productos vegetales (Bramley et al., 2000). Es importante tener en cuenta que los 
tocoferoles aislados a partir de fuentes naturales tienen la configuración RRR-, siendo 
biológicamente más activos que sus homólogos sintéticos que son una mezcla por igual de los 
ocho posibles estereoisómeros. Burton et al. (1998) demostraron que la biodisponibilidad del α-
tocoferol sintético en humanos era aproximadamente la mitad que la del α-tocoferol natural 
(RRR- α-tocoferol). 
 
Las funciones que se le atribuyen a la vitamina E en la salud humana se basan 
principalmente en su potente actividad antioxidante que reacciona con los radicales libres 
protegiendo a lipoproteínas y membranas celulares. Los radicales libres son generados 
continuamente durante el metabolismo, pero también por la presencia de compuestos tóxicos, 
metales pesados (plata, mercurio, plomo), drogas, exposición a radiaciones, infecciones por 
virus y microorganismos y por el envejecimiento (Packer y Obermüler-Jevic, 2002). Se ha 
comprobado el papel cada vez más importante de los radicales libres en la inflamación, 
agregación plaquetaria, cáncer y envejecimiento en general, de ahí la importancia de 
compuestos naturales como la vitamina E capaces de neutralizar estos efectos (Packer y 
Obermüler-Jevic, 2002). No obstante, numerosos estudios han sugerido que mas allá de su 
función como antioxidante, la vitamina E participa en otras funciones biológicas en animales, 
como la regulación de la expresión de genes (Gohil et al., 2003, 2004; Oommen et al., 2007; 
Vasu et al., 2010) o la activación o inhibición de varios componentes de señalización celular 
como la proteína kinasa C, lipooxigenasas, fosfolipasa 2A, etc. (Boscoboinik et al., 1991; 
Schneider, 2005). Asimismo, se ha comprobado que γ-tocoferol tiene capacidad de 
contrarrestar el efecto nocivo del óxido nítrico (NO˙), radical libre gaseoso que es un importante 
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mediador en muchos procesos degenerativos y patológicos, relacionados con el desarrollo del 
cáncer, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades cardiovasculares en los seres 
humanos (Cooney et al., 1993; Christen et al., 1997; Hamilton et al., 2004; Halliwell, 2001). 
 
En presencia de un nivel modesto de grasa, los tocoferoles son absorbidos por el 
intestino y empaquetados en quilomicrones. De los cuatro tipos de tocoferoles, α- y γ-tocoferol 
son absorbidos mejor que el resto pero, mientras el γ-tocoferol es excretado por la bilis, el α-
tocoferol es retenido por el cuerpo. Esto se debe a una proteína, denominada proteína 
transportadora de α-tocoferol (α-TTP), que se une preferentemente a α-tocoferol en relación a 
su homólogo γ-tocoferol (Herrera y Barbas-Arribas, 2001). La proteína α-TTP tiene la 
capacidad de discriminar entre el número y posición de los grupos metilo en la anillo cromanol, 
prefiriendo un anillo totalmente metilado, como es el caso del α-tocoferol. Asimismo, la α-TTP 
también puede diferenciar entre los diferentes estereoisómeros de tocoferol. Como se ha visto 
anteriormente, la molécula de tocoferol tiene tres centros o carbonos quirales en las posiciones 
2’, 4’ y 8’. De éstas, la posición 2’ es de gran importancia para la actividad in vivo de α-
tocoferol, siendo las formas 2R las únicas retenidas, frente a las 2S que son eliminadas (Traber 
y Sies, 1996; Meier et al., 2003; Mustacich et al., 2007; DellaPenna y Mène-Saffrané, 2011). 
 
Se ha estimado que las membranas de células animales pueden contener 
aproximadamente una molécula de α-tocoferol por cada 2000 moléculas de fosfolípidos. Aún 
así, esta cantidad tan pequeña es extremadamente efectiva en la protección contra el daño 
oxidativo, debido a que los radicales peroxil reaccionan con la molécula de α-tocoferol 
aproximadamente 10000 veces más rápido de lo que lo hacen con los ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs), por lo que es menos probable que una reacción oxidativa en cadena 
se propague (Packer y Kagan, 1993). Adicionalmente, el carbono 13 de la cadena lateral 
hidrófoba de la molécula de tocoferol se encuentra posicionado cerca de los ácidos grasos con 
riesgo de sufrir daño oxidativo en la membrana, con el grupo hidroxilo fenólico situado cerca de 
la superficie de la membrana, de modo que el radical tocoferoxil formado pueda ser más 










3.3 Función antioxidante in vitro 
 
El enranciamiento oxidativo de los aceites se debe a la oxidación de los dobles enlaces 
de los ácidos grasos insaturados y subsiguiente formación de compuestos peroxídicos, que 
posteriormente dan lugar a aldehídos y cetonas responsables del olor y sabor a rancio, que 
deterioran el valor comercial de los aceites y los alimentos que los contienen (Tatum y Chow, 
1992). Generalmente, los aceites más susceptibles a la oxidación son aquellos con mayor 
contenido en ácidos grasos insaturados (Warner y Gehring, 2009). Los tocoferoles protegen de 
dicha oxidación a los aceites, grasas y alimentos durante su almacenamiento y uso. En relación 
con la actividad antioxidante in vitro de los diferentes tipos de tocoferoles, se ha concluido que 
la eficacia relativa de los tocoferoles depende de su concentración, así como de la temperatura 
(Seppanen et al., 2010). A temperaturas moderadas, α-tocoferol actúa por lo general como un 
mejor antioxidante que γ-tocoferol a bajas concentraciones de tocoferol, pero ocurre lo opuesto 
a altas concentraciones de tocoferol (Fuster et al., 1998; Lampi et al., 1998, 1999). Por el 
contrario, γ- y δ-tocoferol inhiben las reacciones de polimerización más eficientemente que α-
tocoferol a altas temperaturas (Lampi et al., 1998; Barrera-Arellano et al., 1999; Warner y 
Moser, 2009; Seppanen et al., 2010). 
 
En el caso de girasol, la disponibilidad de germoplasma mejorado genéticamente que 
contiene diferentes perfiles de tocoferoles ha permitido el estudio de las propiedades 
tecnológicas de aceites con distintas concentraciones naturales de diferentes tocoferoles. Así, 
Demurin et al. (1996) demostraron que el cambio en el perfil de tocoferoles por el que α-
tocoferol había sido sustituido casi en su totalidad por γ-tocoferol tenía un fuerte impacto 
positivo sobre la estabilidad oxidativa del aceite. Por otro lado, Warner et al. (2008) compararon 
aceites medio y alto oleico con perfil convencional de tocoferoles, dominado por α-tocoferol, 
con aceites que presentaban de forma natural elevada concentración de γ-tocoferol y aceites 
con elevada concentración tanto de γ-tocoferol como δ-tocoferol, concluyendo que la 
estabilidad del aceite mejoraba sustancialmente con la sustitución de α-tocoferol por γ- y δ-
tocoferol. Marmesat et al. (2008) estudiaron aceites con alta concentración de ácidos palmítico 
y oleico, bien con niveles elevados de α-tocoferol o de γ-tocoferol. Los autores encontraron una 
mayor efectividad frente la oxidación lipídica del aceite con γ-tocoferol en comparación con el 
aceite que contenía predominantemente α- tocoferol, tanto a alta temperatura para acelerar el 
deterioro del aceite (120 ºC) como a muy alta temperatura para simular las condiciones 




4. Tocoferoles en cultivos oleaginosos 
 
Los aceites vegetales son la principal fuente de tocoferoles en la alimentación humana 
(Grusak y DellaPenna, 1999). Existen diferencias en el contenido total y perfiles de estos 
compuestos dependiendo del origen de los diferentes aceites (Tabla 3). En algunos casos 
como los aceites de palma y coco, se encuentra también presente una cantidad importante de 
tocotrienoles, mientras que el aceite de linaza presenta también altos niveles de 
plastocromanol-8, presente también en aceite de colza pero en cantidades muy bajas (Velasco 
y Ruiz-Méndez, 2015). 
 
Tabla 3. Concentración de tocoferoles individuales (%) y valores de vitaminaE (mg α-TE) de 
los principales aceites vegetales (Velasco y Ruiz-Méndez, 2015) 
  
Tocoferoles  Actividad 
Vitamina E 
comoα-TE 
(mg) Aceite α-T β-T γ-T δ-T 
Palma
a
 32.7 0.0 0.5 0.0 297.0 
Soja 8.9 0.8 63.6 26.7 181.2 
Colza 29.9 0.0 67.3 1.7 235.4 
Girasol 93.8 3.3 2.8 0.1 645.9 
Semilla de palma
a
 38.2 0.0 0.0 0.0 19.3 
Cacahuete 44.0 2.2 49.6 4.2 178.9 
Algodón 49.7 1.0 49.0 0.3 428.1 
Coco
a
 11.4 0.0 8.6 8.6 5.9 
Oliva 91.5 2.0 6.5 0.0 142.5 
Maiz 22.4 0.6 65.6 2.8 281.4 
Sesamo 1.3 0.6 95.1 3.0 52.2 
Lino
b
 0.7 0.0 73.6 0.0 44.7 
Cártamo 90.6 1.4 6.6 1.4 457.9 
a 
Contiene también tocotrienoles 
b 
Contiene también plastocromanol-8 
 
El aceite de girasol, con un elevado contenido en tocoferoles predominantemente en la 
forma de α-tocoferol, es el aceite que presenta valores más elevados de actividad vitamina E, 
lo que lo convierte en unos de los aceites de mayor calidad nutricional (Bramley et al., 2000). 
Otros aceites con características destacables son el aceite de soja, colza, maíz y sésamo que 
contienen predominantemente γ-tocoferol (Bramley et al., 2000), mientras que en los aceites de 
cacahuete y algodón hay un balance en los niveles de α- y γ- tocoferol. Cártamo, al igual que 
girasol, presenta elevados niveles α-tocoferol, pero con un contenido total inferior. El aceite de 
oliva presenta un perfil de tocoferoles muy similar al aceite de girasol pero con un contenido 




5. Mejora genética del contenido total y del perfil de 
tocoferoles en cultivos oleaginosos. 
 
El contenido total y el perfil de tocoferoles, junto al perfil de ácidos grasos, son 
caracteres que juegan un papel clave en el valor nutricional y la estabilidad oxidativa de los 
aceites vegetales. Por este motivo, la mejora del contenido total y el perfil de tocoferoles de las 
semillas oleaginosas son importantes objetivos de mejora genética (Velasco y Ruiz-Méndez, 
2015). Esta mejora se realiza tanto siguiendo métodos de mejora convencionales como 
mediante procedimientos biotecnológicos, gracias al conocimiento existente sobre los genes 
implicados en la ruta biosintética de los tocoferoles y a las herramientas de ingeniería genética 
disponibles para sobreexpresión y silenciamiento de genes y para transferencia de genes entre 
especies (Mené-Saffrané y DellaPenna, 2010; Lushchak y Semchuk, 2012). 
 
5.1 Mejora del perfil de tocoferoles. 
 
El girasol es el cultivo donde mayor variabilidad se ha conseguido en el perfil de 
tocoferoles mediante empleo de procedimientos de mejora convencionales, como evaluación 
de colecciones de germoplasma y mutagénesis. Las semillas de girasol contienen de forma 
natural una proporción muy elevada de α-tocoferol (>90%). En un programa de mejora llevado 
a cabo en Rusia a partir de la evaluación de una amplia colección de germoplasma de girasol, 
se aislaron dos líneas con perfiles modificados de tocoferoles, la línea LG15 con 
aproximadamente 50% de α-tocoferol y 50% de β-tocoferol, y la línea LG17 con un 95% de γ-
tocoferol. El cruzamiento de estas dos líneas dio lugar a una línea recombinante transgresiva 
LG 24 con un 84% de γ-tocoferol y un 8% de δ-tocoferol (Demurin, 1993; Demurin et al., 1996). 
Un programa de mejora realizado años más tarde en España, que incluyó tanto evaluación de 
germoplasma como mutagénesis, condujo también al desarrollo de una línea con niveles 
elevados de β-tocoferol (>30%), T589 obtenida a partir de una entrada de germoplasma 
(Velasco y Fernández-Martínez, 2003), y tres líneas con niveles elevados de γ-tocoferol 
(>85%), T2100 obtenida a partir de una entrada de germoplasma (Velasco y Fernández-
Martínez, 2003) e IAST-540 e IAST-1, obtenidas mediante mutagénesis (Velasco et al., 2004). 
El cruzamiento entre dos de estas líneas, T589 e IAST-1, dio lugar a dos líneas recombinantes 
transgresivas, IAST-5 con elevado contenido en β-tocoferol (>65%) e IAST-4 con alto contenido 
en δ-tocoferol (>45%) (Velasco et al., 2004). Estudios genéticos realizados sobre estas líneas 
concluyeron que los niveles elevados de β-tocoferol entre aproximadamente 30-50% del total 
de tocoferoles eran producidos por alelos recesivos en el locus Tph1 (=MT-1) (Demurin et al., 
1996; Vera-Ruiz et al., 2006), que se corresponde con un gen que codifica la enzima 
MPBQ/MSBQ-MT (Tang et al., 2006), mientras que los niveles de β-tocoferol entorno a 65% 
eran producidos por alelos recesivos en dos loci MPBQ/MSBQ-MT, denominados MT-1 y MT-2 
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(Tang et al., 2006). Por otro lado, se encontró que los niveles elevados de γ-tocoferol eran el 
resultado de alelos recesivos en el locus Tph2 (Demurin et al., 1996; Garcia-Moreno et al., 
2006), que fue identificado como un locus γ-TMT en el que se caracterizaron dos alelos 
diferentes para niveles elevados de γ-tocoferol (Garcia-Moreno et al., 2012). Los niveles 
elevados de δ-tocoferol se explicaron como resultado de la interacción epistática de alelos en 
los loci MT-1, MT-2 y Tph2 (Hass et al., 2006). 
 
Al igual que sucede en girasol, las semillas de cártamo (Carthamus tinctorius L.) 
poseen más del 95% de tocoferoles en forma de α-tocoferol. En este cultivo, se encontró 
escasa variabilidad para el perfil de tocoferoles en el germoplasma de cártamo cultivado. En 
cambio, se identificó un mutante natural con alto contenido en γ-tocoferol (>85%) en una 
entrada silvestre de la especie C. oxyacanthus, a partir de la cual se desarrolló una línea de 
cártamo denominada IASC-1 (Velasco et al., 2005). De forma similar a lo observado en girasol, 
los niveles elevados de γ-tocoferol en esta línea están producidos por alelos recesivos en un 
gen γ-TMT (Velasco et al., 2005; García-Moreno et al., 2011). 
 
Al igual que la colza (Brassica napus L.), las semillas de mostaza etíope (B. carinata A. 
Braun) poseen niveles variables de α-tocoferol y γ-tocoferol. Mediante evaluación de una 
colección de germoplasma y posterior selección, Velasco et al. (2013) aislaron dos líneas con 
niveles reducidos de la ratio α-/γ-tocoferol (0.22 y 0.28 comparado con 1.10 en el control), y dos 
líneas con niveles elevados de la ratio α-/γ-tocoferol (3.74 y 3.34 comparado con 1.10 en el 
control). Estos autores encontraron que los niveles reducidos de la ratio α-/γ-tocoferol eran 
causados por alelos en un único locus.  
 
La soja (Glycine max (L.) Merr.) contiene predominantemente γ- y δ-tocoferol, siendo el 
contenido en α-tocoferol en semillas inferior al 10% del total de tocoferoles (Almonor et al., 
1998). A partir de una evaluación de una amplia colección de germoplasma, se desarrollaron 
tres cultivares con una mayor concentración de α-tocoferol, entre 20-30% del total de 
tocoferoles (Ujiie et al., 2005). 
 
Los primeros estudios sobre la modificación del perfil de tocoferoles mediante 
procedimientos biotecnológicos se centraron en la sobrexpresión del gen γ-TMT, que resulta en 
una mayor acumulación de α-tocoferol debido a que la enzima γ-TMT cataliza la metilación que 
convierte a γ-tocoferol en α-tocoferol (Shintani y DellaPenna, 1998). En la especie modelo 
Arabidopsis thaliana, la sobreexpresión del transgen γ-TMT (At-VTE4) resultó en semillas 
transgénicas con una elevada proporción de α-tocoferol, sin que se viera afectado el contenido 
total de tocoferoles, lo que supuso un aumento de 10 a 20 veces en la actividad de vitamina E 
en las semillas (Shintani y DellaPenna, 1998). Esta estrategia ha dado lugar a líneas 
transgénicas con contenido elevado de α-tocoferol en cultivos en los que este tocoferol no es 
predominante de forma natural en semillas, como mostaza india (Brassica juncea (L.) Czern.) 
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(Yusuf y Sarin, 2007), soja (Van Eenennaam et al., 2003; Tavva et al., 2007; Chen et al., 2012; 
Arun et al., 2014), y maíz (Zhang et al., 2013). En el caso de soja, la sobrexpresión de γ-TMT 
produjo tanto α-tocoferol (a partir de γ-tocoferol) como β-tocoferol (a partir de δ-tocoferol). 
Adicionalmente, la sobrexpresión conjunta de transgenes MPBQ-MT (At-VTE3) y γ-TMT (At-
VTE4) en este cultivo derivó la ruta hacia la síntesis de α-tocoferol, que se acumuló como 
tocoferol predominante en semillas transgénicas, llegando a representar más del 95% del total 
de los tocoferoles en las semillas, frente a un máximo de 10% en germoplasma convencional 
(Van Eenennaam et al., 2003). 
 
5.2 Mejora del contenido total de tocoferoles. 
 
Hasta la fecha no se ha abordado la mejora genética del contenido total en tocoferoles 
mediante programas de selección clásica. Por el contrario, sí se ha abordado el incremento del 
contenido total en tocoferoles en semillas mediante enfoques biotecnológicos. Estos trabajos 
en cultivos oleaginosos estuvieron precedidos en algunos casos por estudios previos en 
plantas de más fácil manipulación genética como Arabidopsis o tabaco. Así, la sobreexpresión 
del gen HPT en Arabidopsis (Savidge et al., 2002; Collakova y DellaPenna, 2003) y tabaco 
(Harish et al., 2013) resultó en incrementos notables del contenido total de tocoferoles, debido 
principalmente a un aumento de los niveles de γ-tocoferol. La confirmación de la importancia de 
este gen para la síntesis de tocoferoles se realizó en tabaco, donde el silenciamiento del gen 
HPT produjo la ausencia casi completa de tocoferoles (Abbasi et al., 2007). Otros genes cuya 
sobreexpresión resultó en incrementos en el contenido total en tocoferoles en alguna de estas 
especies fueron HPPD (Tseyage et al., 2002) y TC (Guo et al., 2006; Harish et al., 2013). 
 
En cultivos oleaginosos, la especie sobre la que más trabajos se han realizado en este 
campo es la colza. Kumar et al. (2005) desarrollaron líneas con un incremento en el contenido 
total en tocoferoles entre el 18-28% mediante sobreexpresión de un gen TC. Raclaru et al. 
(2006) obtuvieron niveles de tocoferoles aún más elevados, de hasta el doble que en la línea 
de partida, mediante sobreexpresión conjunta de genes HPPD y HTP y HPPD y TC. 
Karunanandaa et al. (2005) obtuvieron un incremento de hasta 5 veces el valor de la línea 
silvestre, al sobreexpresar de forma conjunta genes HPPD, TYRA (prephenate dehydrogenase) 
y VTE2. Estos autores obtuvieron incrementos aún mayores sobreexpresando los mismos 
genes en soja, de hasta 10 veces el valor inicial, si bien en este caso, el perfil de 
tococromanoles se vio drásticamente alterado también, acumulándose hasta un 94% de los 
tococromanoles en forma de tocotrienoles, principalmente δ-tocotrienol (Karunanandaa et al., 
2005). En maíz la sobreexpresión de los genes HPPD y MPBQ-MT, produjeron un incremento 




6. Estudio genético del contenido total de tocoferoles en 
cultivos oleaginosos 
 
Como se ha comentado con anterioridad, no se ha realizado selección de germoplasma 
con contenido elevado en tocoferoles totales en especies oleaginosas, por lo que los estudios 
genéticos realizados se basan principalmente en estudios de variabilidad genética y en 
poblaciones en las que se ha observado segregación natural para este carácter. Es también 
importante destacar que muchos de los estudios realizados se basan en el contenido total de 
tocoferoles en el aceite extraído de las semillas. Estos estudios pueden estar sesgados por 
diferencias en el contenido en aceite de las semillas ya que, para un mismo contenido en 
tocoferoles en semillas, diferentes contenidos en aceite dan lugar a diferentes concentraciones 
de tocoferoles en el aceite, siendo la diferencia atribuible a la genética del contenido en aceite 
de las semillas y no a la genética del contenido en tocoferoles en las misma (Velasco y Ruiz-
Méndez, 2015). 
 
6.1 Estudios genéticos clásicos 
 
El contenido total de tocoferoles en semillas oleaginosas es un carácter cuantitativo y 
por lo tanto fuertemente influenciado por el ambiente. Se han realizado estudios para 
determinar la importancia de los efectos genéticos y ambientales, así como su interacción, 
sobre este carácter. En girasol, Marquard (1990) estudió seis variedades en varios ambientes y 
concluyó que ambos factores influenciaban significativamente el contenido en tocoferoles, 
siendo más importante el factor ambiental. Por el contrario, Alpaslan y Gündüz (2000) 
concluyeron, mediante la evaluación de diez cultivares de girasol durante dos años, un mayor 
efecto del genotipo que del ambiente. Una conclusión similar alcanzaron Velasco et al. (2002) 
en el estudio de 36 cultivares de girasol en trece ambientes, donde la varianza del genotipo fue 
superior a la suma de la varianza del ambiente y la varianza de la interacción genotipo-
ambiente. 
 
En soja, Dolde et al. (1999) encontraron un efecto significativo tanto del genotipo como 
del ambiente en el contenido total en tocoferoles del aceite, siendo el efecto del genotipo de 
mayor magnitud. 
 
En colza, Goffman y Becker (2002) estudiaron una colección de germoplasma de este 
cultivo en varios ambientes y encontraron efectos significativos del genotipo, el ambiente y su 
interacción en el contenido total en tocoferoles, siendo mayor el efecto del ambiente. Estudios 
basados en cruzamientos empleando un diseño factorial (Goffman y Becker, 2001a) y dialelo 
(Goffman y Becker, 2001b) concluyeron que el contenido total en tocoferoles está 
principalmente controlado por genes con efectos aditivos. Adicionalmente, Marwede et al. 
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(2005) también detectaron interacciones significativas con el ambiente. Mediante el empleo de 
tres poblaciones de líneas dobles haploides de diferentes orígenes, Marwede et al. (2004) 
encontraron que los efectos de la interacción genotipo x ambiente fueron mayores que los 
efectos genéticos, resultando en niveles moderados de heredabilidad, entre 0.23 y 0.46 para el 
contenido en α-tocoferol, entre 0.36 y 0.50 para el contenido en γ-tocoferol, y entre 0.34 y 0.48 
para el contenido total. Por el contrario, Fritsche et al. (2012) estimaron mayores valores de 
heredabilidad en dos colecciones de entradas de colza, entre 0.77 y 0.89 para contenido en α-
tocoferol, entre 0.78 y 0.82 para contenido en γ-tocoferol, y entre 0.62 y 0.78 para el contenido 
total en tocoferoles. Wang et al. (2012) también obtuvieron altos valores de heredabilidad en 
una población de líneas dobles haploides de este cultivo y una colección de germoplasma, 
siendo de entre 0.78 y 0.81 para contenido en α-tocoferol, entre 0.65 y 0.85 para contenido en 
γ-tocoferol, y entre 0.65 y 0.67 para el contenido total en tocoferoles. Siger et al. (2015) 
analizaron 25 líneas de dobles haploides de colza durante tres años obteniendo valores de 
heredabilidad de 0.58 para contenido en α-tocoferol, 0.43 para contenido en γ-tocoferol, y 0.53 
para el contenido total en tocoferoles. 
 
Existen pocos datos sobre la forma en la que el ambiente influye sobre el contenido en 
tocoferoles de semillas oleaginosas, y en general se pueden considerar como no concluyentes. 
Varios autores (Beringer y Saxena, 1968; Marquard, 1983; Goffman y Becker, 2002) 
observaron mayor contenido total en tocoferoles al aumentar la temperatura, si bien se trató de 
observaciones puntuales y no de estudios dirigidos a estudiar el efecto de la temperatura. 
Almonor et al. (1998) encontraron una correlación positiva entre la temperatura durante el 
periodo de llenado de grano y el contenido total de tocoferoles en soja, mientras que Dolde et 
al. (1999) encontraron una correlación negativa en el mismo cultivo. Algunos estudios 
sugirieron un efecto diferencial de la temperatura sobre los diferentes tocoferoles. En soja, se 
observó que el aumento de temperatura tiende a aumentar el contenido en α-tocoferol y a 
disminuir los contenidos tanto de γ- como δ-tocoferol (Britz y Kremer, 2002; Chenupatti et al., 
2011). Almonor et al. (1998) encontraron resultados similares para α- y γ-tocoferol, pero no se 
observó variación del contenido en δ-tocoferol asociado con la temperatura. 
 
6.2 Estudios moleculares 
 
La mayoría de estudios moleculares sobre la acumulación cuantitativa de tocoferoles 
en semillas se ha llevado a cabo en especies donde la forma principal de tocoferol es γ-
tocoferol. En Arabidopsis thaliana, en dos poblaciones de líneas puras recombinantes (RIL) que 
presentaban variación natural para el contenido total y perfil de tocoferoles, se identificaron 
cuatro y tres QTL, respectivamente asociados al contenido total en tocoferoles, representando 
un total de variación fenotípica del 57.9% y 87.7%, respectivamente (Gilliland et al., 2006). Se 
observó en estas poblaciones una correlación muy elevada entre el contenido total en 
tocoferoles y el contenido en γ-tocoferol, por lo que los mismos QTL se encontraron asimismo 
 50 
 
asociados a este último carácter. Algunos de los mencionados QTL, junto con otros QTL 
asociados con el contenido en α-tocoferol, se localizaron en regiones que contenían los genes 
de biosíntesis de tocoferoles HPPD, VTE2, VTE4 y VTE5, sin bien para aproximadamente la 
mitad de los QTL detectados no se pudo identificar un claro gen candidato.  
 
En maíz, del análisis de dos poblaciones F2:3 con un parental en común, se obtuvieron 
seis y cuatro QTL que explicaban el 51.73% y 66.52%, respectivamente del total de variación 
fenotípica para el contenido total en tocoferoles. Del conjunto de QTL se detectó uno, en una 
de las poblaciones, con un efecto mayor que explicaba el 51% de variación fenotípica para este 
carácter (Shutu et al., 2012). Este resultado fue similar al obtenido en estudios previos 
realizados por Chander et al. (2008) en una población de 233 RILs, al localizar un QTL de 
efecto mayor que explicaba el 33.54% de variación fenotípica, de un total de ocho QTL para 
contenido total de tocoferoles distribuidos a lo largo de los diferentes cromosomas. Estos 
autores identificaron además un QTL para tocoferoles totales asociado a HPPD que explicaba 
un 7.13% de variación fenotípica. Wong et al. (2003) también localizaron uno y tres QTL en dos 
poblaciones segregantes diferentes de maíz y que explicaban una variación fenotípica de 10.9 
% y 14.9%, respectivamente, para esta característica. Finalmente, en este cultivo y empleando 
colecciones de germoplasma y estudios de asociación del genoma completo [GWAS (genome-
wide association study)], se identificaron polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en loci de 
de biosíntesis de tocoferoles asociados al contenido en tocoferoles. Así pues, Li et al. (2012) y 
Lipka et al. (2013) identificaron un locus VTE4 asociado al contenido en α-tocoferol en la 
evaluación de 500 y 252, respectivamente, líneas de maíz. Además, en el estudio de Lipka et 
al. (2013) se reveló un efecto, de menor magnitud, de los loci VTE1, HGGT y prefenato 
deshidratasa en el contenido total y/o perfil de tocotrienoles.  
 
En soja, Li et al. (2010) identificaron cinco QTL asociados al contenido total en 
tocoferoles en una población de RILs evaluada en diferentes ambientes. Dichos QTL explicaron 
una variación fenotípica de 2.9 a 10.9% para esta característica, detectándose la mayoría de 
ellos en varios ambientes y asociados, además, al contenido de α-tocoferol, en el caso de uno 
de ellos, y de γ-tocoferol, en el caso de otro. 
 
En colza, en una población segregante de dobles haploides evaluada en cuatro 
ambientes, se describieron dos QTL con efectos aditivos que contribuían con un 43.3% a la 
variación genotípica del contenido total en tocoferoles (Marwede et al., 2005). Como se ha 
mencionado anteriormente para Arabidopsis, se encontró una correlación muy alta entre el 
contenido total en tocoferoles y el contenido en γ-tocoferol, por lo que estos dos QTL 
estuvieron asimismo asociados a este último carácter. Wang et al. (2012) obtuvieron un total de 
quince QTL en dos poblaciones diferentes, una de dobles haploides y otra F2, que explicaban 
una variación fenotípica de 5.94-13.52% y 12.86-18.49%, respectivamente, para el contenido 
total en tocoferoles. Destacar asimismo la elevada correlación observada en este estudio entre 
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el contenido total en tocoferoles y el contenido en γ-tocoferol (0.91) y α-tocoferol (0.78), y la 
presencia de dos grupos de QTL, uno de ellos asociado α-tocoferol y tocoferoles totales y el 
otro a γ-tocoferol y tocoferoles totales. Finalmente, se han identificado genes candidatos para 
estos caracteres mediante estudios de asociación y de ligamiento. Endrigkeit et al. (2009) 
describieron dos QTL para contenido de α-tocoferol cercanos a un locus VTE4 en una 
población de mapeo de colza y Fritsche et al. (2012) identificaron SNPs en loci HPPD y VTE3 
asociados al contenido total y/o composición en tocoferoles en un estudio de asociación llevado 
a cabo en un grupo de 229 entradas de una colección mundial de germoplasma colza. 
 
Hay escasos estudios moleculares sobre la acumulación cuantitativa de tocoferoles en 
semillas de girasol, donde α-tocoferol contribuye con más del 90% del total de tocoferoles. En 
un estudio de 123 RILs de girasol que presentaron variación natural para el contenido total en 
tocoferoles en el aceite, evaluados en cuatro ambientes, se detectaron 5 QTL para este 
carácter que explicaron un 45% de su variación fenotípica. Además, dos genes candidatos de 
la biosíntesis de tocoferoles (VTE4 Y HPPD) co-localizaron con dos de estos QTL (Haddadi et 










HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
 
El girasol contiene niveles excepcionales de α-tocoferol en sus semillas, con una 
proporción respecto al total de tocoferoles de más del 95%. Esto lo diferencia de la mayoría de 
cultivos oleaginosos, cuya forma de tocoferol predominante en semillas es γ-tocoferol. El 
elevado contenido en α-tocoferol confiere al aceite de girasol unas notables propiedades 
nutricionales, debido a que es la forma de tocoferol con mayor valor biológico como vitamina E. 
Esta Tesis se centra en el desarrollo y estudio genético de germoplasma de girasol con 
distinto contenido total en tocoferoles en semillas, predominantemente en la forma de α-
tocoferol, y en el estudio de cómo se expresan en otros tejidos vegetales los niveles 
modificados de tocoferoles en semillas. En este último estudio se incluye también germoplasma 
con niveles elevados de otros tocoferoles como β, γ, y δ-tocoferol.  
En estos estudios, se partió de una serie de hipótesis con el fin de alcanzar unos 
objetivos que se exponen a continuación: 
1. Selección de germoplasma de girasol con alto y bajo contenido en tocoferoles totales. 
α-Tocoferol es la forma de tocoferol con mayor actividad biológica como antioxidante, 
conocida como actividad de vitamina E. Las semillas y el aceite de girasol, con más del 95% de 
tocoferoles en forma de α-tocoferol, son unos de los alimentos más ricos en vitamina E (Mène-
Saffrané y DellaPenna, 2010). Gran cantidad de evidencias médicas han puesto de manifiesto 
los beneficios para la salud humana que supone la ingesta de dosis suplementarias de vitamina 
E natural (Bramley et al., 2000). La selección para aumentar los niveles de vitamina E en las 
semillas de girasol permitirá a medio plazo el desarrollo de cultivares de girasol que produzcan 
un aceite con mayor contenido de vitamina E natural. Asimismo, la disponibilidad de 
germoplasma con niveles muy bajos de estos compuestos será de gran utilidad para estudios 
genéticos. 
Hasta la fecha no se ha realizado selección para contenido en tocoferoles en semillas 
de girasol. Estudios previos han mostrado que existe variabilidad genética para este carácter 
en germoplasma de girasol (Velasco et al., 2002), y por lo tanto es hipotéticamente posible 
desarrollar germoplasma con distintos niveles de tocoferoles totales mediante evaluación de 
germoplasma y selección. 
En base a esta hipótesis, el objetivo de este trabajo fue la evaluación de una amplia 
colección de germoplasma para identificar entradas con niveles extremos de tocoferoles en 
semillas, selección para este carácter durante varias generaciones, y confirmación del 
resultado de la selección mediante la evaluación en varios ambientes de las líneas 
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desarrolladas. Debido a la gran extensión temporal de este trabajo, la Tesis Doctoral cubre la 
evaluación del contenido en tocoferoles en varios ambientes de las líneas seleccionadas. 
 
Artículo 1:  
Velasco L, Del Moral L, Pérez-Vich B y Fernández-Martínez JM (2010) Selection for 
contrasting seed tocopherol content in sunflower sedes. J. Agric. Sci. 148:393-400. 
 
2. Estudios de herencia del contenido en tocoferoles en semillas de girasol. 
Existe muy escasa información previa sobre la herencia del contenido total en 
tocoferoles en semillas de girasol. Estudios previos han demostrado que se trata de un carácter 
con un peso predominante del efecto del genotipo, si bien también se ha observado una 
importante influencia del ambiente y, en menor medida, de la interacción genotipo por ambiente 
(G x E) (Marquard, 1990; Alpaslan y Gündüz, 2000; Velasco et al., 2002). 
Nuestra hipótesis es que estudios genéticos realizados sobre líneas con distintos 
niveles de tocoferoles en semillas proporcionarán información valiosa sobre el modo de 
herencia del carácter, necesaria para futuros programas de mejora. 
De acuerdo con la mencionada hipótesis, los objetivos de este apartado fueron el 
estudio de la herencia del contenido elevado y reducido de tocoferoles en semillas, 
principalmente en forma de α-tocoferol, mediante cruzamientos con una línea con contenido 
estándar en tocoferoles y evaluación de las generaciones P1, P2, F1, F2, F3 y R1 hacia ambos 
parentales.  
 
Artículos 2 y 3: 
Del Moral L, Pérez-Vich B, Fernández-Martínez JM y Velasco L (2011) Inheritance of increased 
seed tocopherol content in sunflower line IAST-413. Plant Breeding 130:540-543. 
Del Moral L, Pérez-Vich B, Fernández-Martínez JM y Velasco L (2011) Inheritance of deficient 




3. Estudio molecular del contenido total en tocoferoles en semillas de girasol. 
Hasta la fecha, los estudios moleculares sobre tocoferoles en semillas de girasol se 
han centrado en el estudio de genes que modifican el perfil de tocoferoles (Tang et al., 2006; 
Vera-Ruiz et al., 2006; Hass et al., 2006; García-Moreno et al., 2006). No se ha realizado 
ningún estudio molecular en poblaciones que segregan para contenido total en tocoferoles en 
semillas. En otros cultivos oleaginosos, cuyas semillas acumulan principalmente γ-tocoferol, 
dichos estudios han revelado la presencia de un número variable de QTL con diferente efecto 
sobre el carácter, lo que ha sugerido que pueden estar implicados genes de efecto mayor y 
genes de efecto menor o genes menores. (Wong et al., 2003; Marwede et al., 2005; Gilliland et 
al., 2006; Chander et al., 2008). 
Este estudio parte de la hipótesis de que la disponibilidad de líneas de girasol con 
niveles elevados y reducidos de tocoferoles en semillas proporcionan la oportunidad de 
desarrollar poblaciones segregantes para estos caracteres e identificar QTL y marcadores 
moleculares asociados a los mismos para emplearse en programas de mejora genética del 
contenido total en tocoferoles. 
Los objetivos del trabajo fueron el desarrollo de mapas de ligamiento genético en 
poblaciones segregando para niveles elevados y reducidos de tocoferoles en semillas, 
respectivamente, mediante el empleo de marcadores SSR e INDEL, y análisis QTL para 
identificar y caracterizar QTL asociados al contenido total en tocoferoles en semillas de girasol 
y determinar su efecto sobre el carácter. 
 
Artículo 4: 
Del Moral L, Fernández-Martínez JM, Velasco L, Pérez-Vich B (2012) Quantitative trait loci for 
seed tocopherol content in sunflower. Crop Sci. 52:786-794. 
 
4. Estudio de la expresión de perfiles y contenido total en tocoferoles en diferentes tejidos de 
girasol. 
Los diferentes tejidos de las plantas difieren tanto en el contenido total en tocoferoles 
que poseen como en la composición de los mismos. Así, el mayor contenido de tocoferoles se 
localiza en las semillas, donde en general predomina γ-tocoferol, mientras que los tejidos 
fotosintéticos presentan menos contenido en tocoferoles principalmente en la forma de α-
tocoferol (DellaPenna y Pogson, 2006). Las semillas de girasol son una excepción a esta regla, 
pues α-tocoferol es la forma predominante tanto en semillas como en tejidos vegetativos 
(Padley et al., 1994). Estudios con mutantes y líneas transgénicas de plantas modelo como 
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Arabidopsis y tabaco han mostrado que la modificación de los perfiles de tocoferoles en la 
planta se reflejan generalmente tanto en las semillas como en las partes vegetativas 
(Bergmüller et al., 2003; Cheng et al., 2003; Kanwischer et al., 2005; Abbasi et al., 2007). 
 Nuestra hipótesis de trabajo es que las modificaciones en el contenido total y perfil de 
tocoferoles en semillas de girasol pudieran también reflejarse en otros tejidos de la planta. 
 De acuerdo con esta hipótesis, el objetivo de este apartado fue el estudio del contenido 
total y perfil de tocoferoles en diferentes tejidos de la planta en líneas con contenido total y/o 
perfiles modificados de tocoferoles en semillas. 
 
Artículo 5: 
Del Moral L, Fernández-Martínez JM, Pérez-Vich B y Velasco L (2011) Expression of modified 
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Selection for contrasting seed tocopherol content
in sunﬂower seeds
L. VELASCO*, L. DEL MORAL, B. PE´REZ-VICH AND J. M. FERNA´NDEZ-MARTI´NEZ
Institute for Sustainable Agriculture (CSIC), Alameda del Obispo s/n, 14004 Co´rdoba, Spain
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SUMMARY
Sunﬂower oil, with more than 0.9 of tocopherols in the alpha-tocopherol form, supplies more
vitamin E than any other vegetable oil. Thus far, no breeding to increase vitamin E levels in sunﬂower
seeds has been conducted. The objective of the present research was to develop sunﬂower lines with
high and low total seed tocopherol content through evaluation and subsequent selection of a large
germplasm collection (952 sunﬂower entries). A range of variation from 119 to 491 mg/kg was found.
Selection conducted from S1 to S4 plant generations allowed the isolation of line IAST-413, with an
increased tocopherol content of 467 mg/kg compared to 251 mg/kg in the control line HA89, and line
IAST-522, with a reduced tocopherol content of 73 mg/kg. Another accession with potentially high
tocopherol content, but completely self-incompatible, was crossed to the line HA89 followed by
plant-to-row selection up to the F5 plant generation; it averaged 463 mg/kg compared to 240 mg/kg
in HA89. Two ﬁeld experiments carried out at Co´rdoba in southern Spain in 2006 and 2007 with
diﬀerent sowing dates conﬁrmed that the increased tocopherol content in the selected lines was con-
sistently expressed across environments.
INTRODUCTION
Vitamin E is a family of fat-soluble antioxidants that
protect cellular membrane lipids against oxidative
damage, which has been associated with a decreased
risk of developing some forms of cancer, cardio-
vascular diseases and degenerative processes linked to
disease (Packer & Obermu¨ller-Jevic 2002). The main
naturally occurring compounds with vitamin E ac-
tivity are tocopherols and tocotrienols. Tocopherols
occur ubiquitously in plant tissues, with the highest
concentrations being found in seeds. There are four
tocopherols, alpha-, beta-, gamma- and delta-toc-
opherol, which diﬀer in their vitamin E activities.
Alpha-tocopherol exerts the highest vitamin E ac-
tivity in animals (Pongracz et al. 1995). There is a
large body of medical evidence pointing to the bene-
ﬁts for human health associated with daily, moderate,
vitamin E supplementation (Bramley et al. 2000).
Gamma-tocopherol, with only one-tenth the vit-
amin-E activity of alpha-tocopherol (Pongracz et al.
1995), is the predominant tocopherol derivative in
most oilseeds (Padley et al. 1994). Sunﬂower, with
more than 0.9 of tocopherols in the alpha-tocopherol
form, represents a remarkable exception. The high
vitamin E content of sunﬂower oil is being used by
some manufacturers as a claim to attract consumers,
even through fortiﬁcation of the oil with either natu-
ral or synthetic alpha-tocopherol. Several brands of
sunﬂower oil fortiﬁed with alpha-tocopherol are cur-
rently being marketed in Spain. Sunﬂower cultivars
with increased concentrations of alpha-tocopherol in
the seeds would produce oils with naturally enhanced
vitamin E value.
The tocopherol content in the extracted seed oil is
the result of several factors, the most important
being the tocopherol content in the seeds, the oil
content in the seeds, the oil extraction system and the
loss of tocopherols during oil reﬁning (Tasan &
Demirci 2005). Sunﬂower oil is mainly made up of
triacylglycerols (A˚ppelqvist 1989). Triacylglycerols
and tocopherols are accumulated separately in the
cells of sunﬂower seeds through diﬀerent biosynthetic
pathways. While storage triacylglycerols are de-
posited in characteristic structures called oil bodies
or oleosomes (Slack et al. 1980), tocopherols are
components of membranes (Hoﬁus & Sonnewald
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2003). Because tocopherols are fat-soluble com-
pounds, they become part of the extracted oil during
oil extraction. Accordingly, the optimal breeding
strategy to identify genetic sources of high tocopherol
content is to select for this trait regardless of the
seed oil content. Both traits must be combined later
because there is evidence that they are not correlated
(Velasco et al. 2002).
Unreﬁned sunﬂower oils have average tocopherol
contents around 700 mg/kg (Padley et al. 1994). Most
of the studies reporting variation for seed tocopherol
content in sunﬂower cultivars or germplasm have
been based on analyses of extracted oils (Dolde et al.
1999; Alpaslan & Gu¨ndu¨z 2000; Nolasco et al. 2004).
The analysis of tocopherol content in the extracted oil
does not diﬀerentiate characters such as seed oil con-
tent or seed tocopherol content, and therefore does
not provide information on genetic diﬀerences for the
eﬃciency of the tocopherol biosynthetic pathway.
Velasco et al. (2002) reported a range of variation
for seed tocopherol content from 314 to 1024 mg/kg
in evaluation of 36 sunﬂower hybrids grown over 13
locations. The tocopherol content of sunﬂower seeds
is aﬀected by the genotype and the environment, al-
though the limited number of studies conducted to
date have concluded that the factors have diﬀerent
relative eﬀects (Marquard 1990; Alpaslan & Gu¨ndu¨z
2000; Velasco et al. 2002). No breeding research
has been conducted to develop sunﬂower germplasm
with high tocopherol content. In rapeseed, lines with
high and low total tocopherol content were selected
(Goﬀman & Becker 2001), and provided the basis for
genetic and molecular studies on tocopherol ac-
cumulation in this crop (Marwede et al. 2005).
The objectives of the present research were to
develop sunﬂower lines with high and low total
tocopherol content in the seeds through evaluation of
a large germplasm collection and through subsequent
selection to evaluate the environmental stability of
total tocopherol content in selected lines.
MATERIALS AND METHODS
Germplasm evaluation and selection
A germplasm collection of 952 sunﬂower (Helianthus
annuus L.) entries was analysed for total seed toc-
opherol content as described below. The collection
included 631 germplasm accessions provided by the
North Central Regional Plant Introduction Station of
the US Department of Agriculture (USDA) as well as
321 breeding lines and cultivars maintained for dif-
ferent research programmes at the Institute for
Sustainable Agriculture at Co´rdoba, Spain. Total
tocopherol content was measured on six seeds per
accession. Twenty eight accessions with low and high
total tocopherol content were selected; 48 S0 seeds
from each of these were germinated and plants grown
in the ﬁeld in 2000. Single plants were bagged before
ﬂowering to ensure self-fertilization and they were
harvested by hand at maturity. Six randomly selected
S1 seeds from each individual plant were used for
total tocopherol content analysis as described below.
Selection following a head to row scheme was con-
tinued until the S4 : 5 generation. Plants were grown in
rows 5 m long with 1 m spacing between rows. Plants
of the inbred line HA89, with wild-type total toc-
opherol content, and the F1 hybrid Xistral, identiﬁed
in previous research as having one of the highest
tocopherol contents amongst commercial hybrids
cultivated in Spain (Velasco et al. 2002) were used as
controls in all the evaluations. The best S4 : 5 families
having either high or low tocopherol content were
selected and their seeds were pooled to constitute the
selected lines.
Evaluation under a range of environments
Two ﬁeld experiments based on periodical sowings
were conducted in 2006 and 2007 to evaluate the
expression of total tocopherol content in the selected
lines IAST-306 and IAST-413, with increased toc-
opherol content, and IAST-522, with reduced toc-
opherol content, as well as the line HA89 with
standard tocopherol content (control). The ﬁeld ex-
periment in 2006 consisted of six sowing dates: 13 and
27 February, 13 and 27 March and 10 and 24 April.
The ﬁeld experiment in 2007 consisted of eight sowing
dates: 19 February, 5 and 26 March, 9 and 23 April,
7 and 28 May and 11 June. In both years, trials were
located at the experimental farm of the Institute
for Sustainable Agriculture, Co´rdoba (37x51k51aN;
4x47k23aW; 91 m asl). Each sowing date consisted of
36 plants of each line arranged in a completely ran-
domized design. Seeds of each line were germinated
on moistened ﬁlter paper, grown in small pots in a
growth chamber for 15 days and then transplanted to
the ﬁeld in rows 5 m long with 1 m between rows and
0.2 m between plants in the row. Plants of HA89 were
grown as plot borders. The plants were harvested in-
dividually at maturity. In some cases, the occurrence
of a poor seed set associated with self-incompatibility
resulted in a considerable reduction in the number of
plants per line that produced enough seeds for toc-
opherol analysis. To keep the results representative,
those cases in which the number of plants analysed
per sowing date and line was below 12 were discarded.
Analysis of total seed tocopherol content
Six randomly selected achenes from each accession
or individual plant were dehusked, weighed and
crushed as ﬁnely as possible with a stainless steel
rod. Tocopherol content was determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC) as de-
scribed by Thies (1997), using a ﬂuorescence detector
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at 295 nm excitation and 330 nm emission and iso-
octane/tert-butylmethylether (94:6) as eluent at an
isocratic ﬂow rate of 0.7 ml/min. Chromatographic
separation of the tocopherols was performed on a
LiChrospher 100 diol column (internal dimensions
250r3 mm) with 5 mm spherical particles, connected
to a silica guard column (LiChrospher Si 60, internal
dimensions 5r4 mm). Quantitative determination of
tocopherols was carried out using external calibration
curves. Total tocopherol content was calculated as
the sum of alpha-, beta- and gamma-tocopherol
contents. Total tocopherol content was expressed as
mg/kg seed.
RESULTS
Germplasm evaluation and selection
The average total tocopherol content in the set of 952
germplasm accessions, ¡S.D., was 271¡62.1 mg/kg,
showing a range of variation from 119 to 491 mg/kg.
Alpha-tocopherol was the predominant tocopherol
derivative, accounting for more than 0.9 of the total
tocopherols in the seeds in most of the accessions,
except for PI 307937, which had 0.78 alpha- and 0.22
beta-tocopherol and CO-77-256, which had 0.77
alpha- and 0.23 gamma-tocopherol. Selection cut-oﬀs
for low and high total tocopherol content were es-
tablished at 145 and 400 mg/kg, respectively, based
on the distribution of the trait in the germplasm col-
lection (Fig. 1). This resulted in 10 accessions being
selected for low tocopherol content and 18 accessions
being selected for high tocopherol content, all with
alpha-tocopherol as the predominant form.
Total tocopherol content at the S0 plant level
(S1 seeds averaged) ranged from 60 to 564 mg/kg for
the 28 lines selected. The extremes of variation cor-
responded to two accessions: IAS-522, which showed
60–244 mg/kg, and IAS-413, with a range of
342–564 mg/kg (Fig. 2). The number of plants of IAS-
413 was very low due to low seed germination. Plants
of the control line HA89 showed total seed tocoph-
erol contents from 269 to 340 mg/kg. The accession
IAS-522 corresponded to a selection for broomrape
(Orobanche) race E resistance conducted within a
collection of old Spanish cultivars, but the pedigree
of the germplasm was unknown. The accession IAS-
413 corresponded to a selection from the Russian
variety Peredovik conducted in Spain in the early
1980s (J. M. Ferna´ndez-Martı´nez, personal com-
munication).
All the plants of accession PI 256334 from the
USDA-ARS genebank, which showed the highest
total tocopherol content in the initial evaluation of
the germplasm collection, failed to produce seed due
to complete self-incompatibility. In order to recover
the trait, plants of PI 256334 were grown the follow-
ing season and crossed to HA89, which is character-
ized by high self-compatibility.
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Fig. 1. Total tocopherol content in S0 seeds of 952 sunﬂower
entries. Selection cut-oﬀs for low and high tocopherol con-
tent are indicated by arrows.
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Fig. 2. Total tocopherol content in the check line HA89 and
S0 plants (S1 seeds averaged) of the accessions IAS-522 and
IAS-413.
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Selection conducted from S1 to S4 plant generations
is summarized in Fig. 3. Selections from IAS-413
already showed a high total seed tocopherol content
and low S.E.M. (518¡6.6 mg/kg) in the S1 generation,
compared to 273¡3.3 mg/kg in the inbred line HA89
and 371¡4.4 mg/kg in the commercial F1 hybrid
Xistral, both of which were used as controls. The
diﬀerences for total seed tocopherol content between
IAS-413 and both controls were maintained in sub-
sequent generations (Fig. 3). The overall tocopherol
content of IAS-413 selections in the four generations
was 467 mg/kg, compared to 251 mg/kg in HA89
and 337 mg/kg in Xistral. Selections from IAS-522
showed similar segregation in the S1 generation for
seed tocopherol content to the previous generation,
from 70 to 266 mg/kg. No additional segregation was
observed in the S2 to S4 generations (Fig. 3), which
showed an average tocopherol content of 73 mg/kg.
The lines IAST-413 and IAST-522 were constituted
from S5 seeds of IAS-413 and IAS-522 selections,
respectively.
The cross between plants of the accession PI
256334, with high total seed tocopherol content but
highly self-incompatible, with plants of the inbred line
HA89 produced an F2 population showing wide seg-
regation for total tocopherol content, from 125 to
582 mg/kg (Fig. 4). Selection for high total tocoph-
erol content was conducted from the F2 to F4 plant
generations, which resulted in an F5 plant generation
with high average total tocopherol content and low
standard error (463¡5.6 mg/kg; Fig. 4). Plants of
HA89 and IAS-413 grown in the same environment
averaged 239¡2.6 and 431¡5.1 mg/kg. The line
IAST-306 was constituted from F6 seeds of the
selections from the cross between PI 256334 and
HA89.
Evaluation of the selected lines under several
environments
Field experiments were conducted in 2006 and 2007
to evaluate total seed tocopherol content in the
selected lines IAST-306, IAST-413, IAST-522 and
HA89 under diﬀerent sowing dates. In 2006, an ex-
ceptionally low seed set was observed for IAST-522 at
all sowing dates, which resulted in insuﬃcient num-
bers of plants bearing seeds at each sowing date for
the results to be representative. Accordingly, this line
was removed from the study. The situation was simi-
lar for IAST-306 at the ﬁfth and sixth sowing dates,
i.e. 10 and 24 April. It is important to note that both
sowing dates were out of the normal sowing time
for sunﬂower in the area in which the experiment
was conducted, which could have promoted the oc-
currence of self-incompatibility in this line despite
selection being carried out for this trait. Seed toc-
opherol contents of the selected lines IAST-306
and IAST-413 and the control line HA89 sown at six
dates are shown in Fig. 5. Total tocopherol content
in IAST-413 seeds was consistently higher than that
in HA89 seeds at all sowing dates, with the diﬀerence
between both lines ranging from 146 mg/kg at
sowing date 2 to 265 mg/kg at sowing date 3. Total
tocopherol content in IAST-306 seeds was very





























Fig. 3. Total seed tocopherol content in the plant generations S1 (S2 seeds averaged) through S4 (S5 seeds averaged) of
selections from the germplasm accessions IAS-413, selected for high tocopherol content and IAS-522, selected for low
tocopherol content. The line HA89 and the F1 hybrid ‘Xistral ’ were used as checks.
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similar to that in IAST-413 in the four sowing dates
for which seed of IAST-306 was obtained (Fig. 5).
In the ﬁeld experiment conducted over eight sowing
dates in 2007, data on tocopherol content were ob-
tained in all cases except for the line IAST-413 in the
last sowing date (11 June). The lines IAST-306 and
IAST-413 had greater seed tocopherol content than
HA89 at all sowing dates (Fig. 6). The diﬀerence
in tocopherol content between IAST-306 and HA89
ranged from 141 mg/kg at sowing date 1 to 223 mg/kg
at sowing date 4, whereas the diﬀerence between
IAST-413 and HA89 ranged from 93 mg/kg at sowing
date 7 to 256 mg/kg at sowing date 2. The line IAST-
413 showed a higher tocopherol content than the line
IAST-306 in the two ﬁrst sowing dates, but from the
fourth to the seventh sowing dates the tocopherol
content of IAST-306 was greater, with a maximum
diﬀerence of 109 mg/kg at the sixth sowing date.
DISCUSSION
The results of the present research indicate the
existence of large variation for total tocopherol
content in sunﬂower germplasm and demonstrate the
feasibility of selecting for contrasting levels of toc-
opherols that are consistently expressed across en-
vironments.
It is important to note that the objective of the
present research was not to identify environmental
factors inﬂuencing tocopherol content or to evaluate
genotyperenvironment eﬀects, but to demonstrate
that selected lines expressed the trait under a range
of environments, thus discarding the conclusion that
modiﬁed tocopherol levels were the result of a given
environment. One line with reduced total tocopherol
content and two lines with enhanced total tocopherol
content were developed, in all three cases with alpha-
tocopherol as the predominant tocopherol form
(>0.9). Two accessions that contained increased pro-
portions of beta- and gamma-tocopherol, respect-
ively, have been reported elsewhere (Velasco et al.
2004). The environment considerably aﬀected total
tocopherol content in the three selected lines as well
as in the control lines with standard tocopherol con-
tent, as revealed by the diﬀerences observed in diﬀer-
ent years and from diﬀerent sowing dates within the
same year, which is in agreement with previous re-
ports on the large inﬂuence of the environment on
this trait (Marquard 1990; Alpaslan & Gu¨ndu¨z 2000;
Velasco et al. 2002). Nevertheless, despite the en-
vironmental inﬂuence, increased tocopherol levels in
the selected lines were consistently expressed across
environments.
The line IAST-522, with reduced tocopherol
content, did not perform well under the conditions
of the ﬁeld experiments conducted in 2006 and
2007, probably because of poor competition ability
and self-incompatibility problems. Despite the fact
that tocopherol content in this line could not be
evaluated in the two ﬁeld experiments, it showed a
considerably lower tocopherol content than the
check lines at all stages of selection, from the S1 to
the S4 plant generations (Fig. 3). This clearly shows
the underlying genetic control of low tocopherol
content.
Self-incompatibility is a mechanism to promote
insect-mediated cross-pollination that is present in
wild sunﬂowers (Helianthus spp.) and open-pollinated
populations and varieties of cultivated sunﬂower. It
is controlled by one multiallelic locus (Ferna´ndez-
Martı´nez & Knowles 1978). Modern breeding to
promote heterosis through hybrids has been paral-
leled by selection for high levels of self-compatibility,
but most of the accessions in germplasm collections
usually show self-fertility barriers. This problem
was particularly dramatic in the accession PI 256334,
which produced virtually no seeds when self-fertiliz-
ation was enforced, which was overcome by crossing
to a self-fertile line and conducting simultaneous
selection for self-fertility and high tocopherol
content.







Total tocopherol content (mg/kg)






























Fig. 4. Total tocopherol content in the F2 through F5 plant
generations from the cross between the line HA89 and the
germplasm accession PI 256334.
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There are no studies on the inheritance of
total tocopherol content in sunﬂower seeds, mainly
because no genetic variation for such studies has
been identiﬁed to date. The lines developed in the
present research provide a valuable tool for studies
on the inheritance of total tocopherol content in
sunﬂower and for identifying genes involved in the
accumulation of tocopherols in sunﬂower seeds. In
rapeseed, Marwede et al. (2005) determined moder-
ately large heritabilities for total tocopherol content,






























Fig. 6. Total seed tocopherol content in plants of the lines IAST-306 and IAST-413, selected for high total tocopherol
content, and HA89, used as a check, grown in the ﬁeld at Co´rdoba, Southern Spain in 2007, following eight sowing dates.






























Fig. 5. Total seed tocopherol content in plants of the lines IAST-306 and IAST-413, selected for high total tocopherol
content, and HA89, used as a check, grown in the ﬁeld at Co´rdoba, Southern Spain in 2006, following six sowing dates.
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between 0.34 and 0.48. It is noteworthy that the in-
creased tocopherol content initially detected in the
self-incompatible accession PI 256334 was easily
recovered after crosses with the self-fertile line
HA89, with standard tocopherol content, which
points to a moderate to high heritability of the in-
creased tocopherol content in sunﬂower seeds. This
point will need to be conﬁrmed through detailed
genetic studies.
Tocopherols are fat-soluble compounds that be-
come an important part of the oil after its extraction
from the seeds. The tocopherol concentration in
the extracted oil is the most important trait from
a commercial perspective. Despite the previous
statement, the present study focused on the tocoph-
erol concentration in the seeds and deliberately ex-
cluded tocopherol concentration in the oil from them.
Tocopherols are synthesized in the plastids of photo-
synthetic organisms through a speciﬁc biosynthetic
pathway that starts with the condensation of homo-
gentisic acid and phytyl-diphosphate to form 2-
methyl-6-phytyl-1,4-benzoquinone, which is followed
by subsequent ring methylation and ring cyclation
steps (Dellapenna 2005). The biosynthesis of tocoph-
erols is not related to the biosynthesis of fatty acids
and triacylglycerols (reviewed in Somerville et al.
2000), which are the major components of the oil
(>0.92; A˚ppelqvist 1989). A previous study revealed
no correlation between seed oil and seed tocopherol
content in sunﬂower seeds (Velasco et al. 2002).
Accordingly, it is understood that the optimal breed-
ing strategy to develop sunﬂower germplasm that
produce a high tocopherol content in the oil is to
identify and isolate germplasm carrying alleles that
promote maximum tocopherol accumulation in the
seeds and to introgress such genes into elite germ-
plasm with high oil content.
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Abstract
Sunﬂower seeds and oil are one of the richest natural food sources of
alpha-tocopherol (vitamin E). The sunﬂower line IAST-413, with
enhanced alpha-tocopherol content, was developed by pedigree
selection. The objective of this research was to study the inheritance
of increased tocopherol content in seeds of IAST-413. Plants of this
line were reciprocally crossed with plants of line HA89 with wild-type
tocopherol content, and their F1, F1r, F2, F2r, BCP1 and BCP2
generations were evaluated in the ﬁeld in 2006 and 2007. The F3
generation was evaluated in the ﬁeld in 2007. Estimated broad-sense
heritability (h2b) was 0.78 in 2006 and 0.67 in 2007, whereas narrow-
sense heritability (h2n) was 0.70 in 2006 and 0.60 in 2007. Estimate of
heritability through parent–oﬀspring correlation was 0.67 and realized
heritability was 0.64. The estimated minimum number of genes
conditioning increased levels of tocopherol was 1.04 in 2006 and 1.95
in 2007. This mode of inheritance and response to selection should
facilitate the introgression of the trait into elite germplasm to develop
sunﬂower oil naturally rich in vitamin E.
Key words: alpha-tocopherol — Helianthus annuus L. —
inheritance — sunﬂower — vitamin E
The vitamin E family of antioxidants mainly encompasses
tocopherols and tocotrienols, collectively known as toco-
chromanols. These molecules consist of a chromanol head
group linked to an isoprenoid-derived tail, which is saturated
in tocopherols and unsaturated in tocotrienols. There are four
naturally occurring forms of tocopherols and tocotrienols
named alpha, beta, gamma, and delta, which diﬀer in the
number and position of methyl substituents on the aromatic
ring of the chromanol head (Hunter and Cahoon 2007).
Because humans and animals do not synthesize tocochroma-
nols, they primarily acquire them from dietary plant products.
Alpha-tocopherol is the most important tocochromanol for
human health because it has the highest vitamin E activity
(Kamal-Eldin and Appelqvist 1996).
Plants often accumulate diﬀerent tocopherol forms in leaves
and seeds. Alpha-tocopherol is the primary tocopherol form in
plant leaves, but it is most often a minor component of seed
tocopherols (DellaPenna and Pogson 2006). Sunﬂower seeds
are a notable exception, as they primarily accumulate alpha-
tocopherol (Velasco et al. 2002) even though variants with
other seed tocopherol proﬁles have been identiﬁed in germ-
plasm (Demurin et al. 1996, Velasco et al. 2004a) or induced
by mutagenesis (Velasco et al. 2004b).
Most of the studies on variation for seed tocopherol content
in sunﬂower have focused on the tocopherol content of
extracted, unreﬁned oils (Dolde et al. 1999, Alpaslan and
Gu¨ndu¨z 2000). However, tocopherol content in the extracted
oil depends on both the seed oil content and the seed
tocopherol content and therefore, does not provide informa-
tion on genetic diﬀerences for seed tocopherol content. Velasco
et al. (2002) evaluated seed tocopherol content of 36 sunﬂower
hybrids grown across 13 locations and reported a wide
variation for the trait. More recently, Velasco et al. (2010)
developed two sunﬂower lines with about twofold more seed
tocopherol content than conventional sunﬂower that was
consistently expressed across environments.
Several authors have studied genotypic and environmental
eﬀects on the tocopherol content of oils extracted from
commercial sunﬂower cultivars. Using six sunﬂower cultivars,
Marquard (1990) concluded that total tocopherol content in
the seed oil was inﬂuenced signiﬁcantly by both location and
genotype, the eﬀect of location being more important than the
eﬀect of genotypes. Alpaslan and Gu¨ndu¨z (2000) evaluated 10
sunﬂower cultivars during 2 years, concluding that genotypes
had a larger eﬀect than environments on seed oil tocopherol
content. However, such studies on seed oil tocopherol content
did not separate eﬀects attributable to variation in seed oil
content from those attributable to variation in seed tocopherol
content. Nolasco et al. (2004) concluded that seed oil tocoph-
erol content was mainly accounted for by the oil content of the
seeds, which suggested that studies on seed oil tocopherol
content might provide primarily information on variation for
seed oil content rather than on seed tocopherol content. It is
important to note that seed triacylglycerols, the major com-
ponents of seed oil, and tocopherols are not biosynthetically
related (see Dellapenna and Pogson 2006 for biosynthesis of
tocopherols and Somerville et al. 2000 for triacylglycerols).
Previous studies have revealed no correlation between oil and
tocopherol content in oil seeds, such as sunﬂower (Velasco
et al. 2002) and canola (Marwede et al. 2004). Velasco et al.
(2002) studied separately genotypic and environmental eﬀects
on seed tocopherol content and seed oil tocopherol content in
36 sunﬂower cultivars grown at 13 locations. Even though
genotypic variance was larger than environmental variance for
both traits, the ratio of genotypic to environmental variance
was much greater for seed oil tocopherol content than for seed
tocopherol content, which suggested larger genetic variation
for seed oil content than for seed tocopherol content among
cultivars.
In canola, Goﬀman and Becker (2001a,b) reported that total
seed tocopherol content was mainly controlled by genes with
additive eﬀects. In the same crop, Marwede et al. (2004) found
low broad-sense heritabilities for total seed tocopherol
Plant Breeding doi:10.1111/j.1439-0523.2011.01865.x
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content, which ranged from 0.34 to 0.48 in three environments.
There are no previous studies on the inheritance of seed
tocopherol content in sunﬂower. Therefore, the objective of
this research was to study the inheritance of increased total
seed tocopherol content in sunﬂower.
Materials and Methods
Plant material: IAST-413 is an S4 : 5 sunﬂower line produced by a
plant-to-row selection scheme for increased total seed tocopherol
content, mainly in the alpha-tocopherol form (>95% of total
tocopherols), from an accession with increased seed tocopherol levels
identiﬁed in the evaluation of a collection of cultivated sunﬂower
entries (Velasco et al. 2010). Evaluation of IAST-413 across four
environments (Velasco et al. 2010) revealed that the line has an average
seed (husked achene) oil content of 44.6% and an average tocopherol
content of 467 mg/kg seed, which results in a tocopherol content of
1047 mg/kg in the seed oil. HA89 (PI 599773) is an oilseed maintainer
line with standard tocopherol content and composition (>95% of
total tocopherols in the alpha-tocopherol form) released by the Texas
Agricultural Experiment Station and the USDA-ARS in 1971.
Evaluation of HA89 across four environments (Velasco et al. 2010)
showed an average seed oil content of 53.6% and an average
tocopherol content of 251 mg/kg seed, which results in a tocopherol
content of 468 mg/kg in the seed oil.
Genetic study: Plants of IAST-413 grown in pots in the greenhouse
were reciprocally crossed with plants of HA89 in the winter of 2004/
2005. F1 plants together with plants of both parents were grown in pots
in a mesh cage enclosure under open-air conditions in the spring of
2005 and 2006, where reciprocal crosses as well as backcrosses to both
parents were made. The heads of all plants were bagged before
ﬂowering to produce self-fertilized seeds. Tocopherol analyses were
made on bulked seed samples from individual plants. This was based
on the assumption that total tocopherol content is mainly under
maternal sporophytic control, which had been determined in a
preliminary research of the authors (L. Velasco, unpublished data )
and conﬁrmed in the present research through the comparative
analysis of parental and F1 seeds produced in the winter of 2004/
2005. The analysis included 34 plants of HA89, 32 plants of IAST-413,
11 crosses HA89 · IAST-413 and 16 crosses IAST-413 · HA89.
Accordingly, six mature seeds per plant were sampled and analysed
for total tocopherol content as described in the following paragraph.
Plants of the parents, F1, F1r, F2, F2r, BCP1, and BCP2 generations
produced in 2005 and 2006 were grown in the ﬁeld in 2006 and 2007,
respectively, in a randomized complete block design with two
replications. F3 plants from an F2 plant population of 188 individuals
were grown in the 2007 ﬁeld plot, with 16 F3 plants per F2. In all cases,
seeds were germinated in moistened ﬁlter paper, sown in small pots,
and transplanted to the ﬁeld after 3 weeks in the growth chamber. The
ﬁeld plots consisted of rows 5-m in length, with 1 m spacing between
rows and 0.20 m spacing between plants within a row.
Analysis of tocopherols by high-performance liquid chromatography: Six
randomly selected achenes from each individual plant were husked,
weighed and crushed as ﬁne as possible with a stainless steel rod.
Tocopherol content was determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC) as described by Thies (1997), using a
ﬂuorescence detector at 295 nm excitation and 330 nm emission and
iso-octane/tert-butylmethylether (94 : 6) as eluent at an isocratic ﬂow
rate of 0.8 ml/min. Chromatographic separation of the tocopherols
was performed on a LiChrospher 100 diol column (250 · 3 mm I.D.)
with 5 lm spherical particles, connected to a silica guard column
(LiChrospher Si 60, 5 · 4 mm I.D.). Quantitative determination of
tocopherols was carried out using external calibration curves. Total
tocopherol content was calculated as the sum of alpha- and beta-
tocopherol contents. Total tocopherol content was expressed as mg/
kg seed.
Heritability estimates: Broad-sense heritability (h2b) and narrow-sense




where r2F2 = variance among F2 plants; r
2
P1 = variance among P1
(HA89) plants; r2P2 = variance among P2 (IAST-413) plants;
r2F1 = variance among F1 plants of the cross HA89 · IAST-413;
r2F1r = variance among F1 plants of the cross IAST-413 · HA89;
r2BCP1 = variance among plants from the backcross to HA89;
r2BCP2 = variance among plants from the backcross to IAST-413.
The minimum number of genes (k) controlling total tocopherol content
was estimated using the Castle-Wright equation (Wright 1968):
k ¼ ðP1  P2Þ2=8½r2F2ðr2P1þr2P2þr2F1þr2F1rÞ=4
where P1 and P2 are the mean values of the two parents.
Realized heritability (Rh2) measures response to selection. It was
estimated using the following formula (Guthrie et al. 1984, Fehr 1987):
Rh2¼ ðXhighF3XlowF3Þ=ðXhighF2XlowF2Þ
where Xhigh F3 and Xlow F3 = mean seed tocopherol content of F3
progeny of 10% F2 plants with the highest and lowest seed tocopherol
content, and Xhigh F2 and Xlow F2 = mean seed tocopherol content of
10% F2 plants with the highest and lowest seed tocopherol content.
Estimate of heritability through parent–oﬀspring correlation was
computed as the correlation coeﬃcient between tocopherol content in
the F2 and F3 plant generations. The use of the correlation instead of
the regression coeﬃcient is recommended when the parent and
oﬀspring generations are evaluated under diﬀerent environments, as
this method of estimating heritability tends to reduce environmental
eﬀects (Frey and Horner 1957). No adjustment for parental inbreeding
(Smith and Kinman 1965) is required for parent–oﬀspring correlation
estimate of heritability (Foolad et al. 2002).
Results
Seeds of the wild-type line HA89 and the high tocopherol line
IAST-413 grown in the greenhouse in 2004/2005 had average
tocopherol contents of 237 ± 26 mg/kg (234 mg/kg alpha-
tocopherol, 3 mg/kg beta-tocopherol) and 446 ± 31 mg/kg
(439 mg/kg alpha-tocopherol, 7 mg/kg beta-tocopherol),
respectively. F1 seeds from crosses HA89 · IAST-413 aver-
aged 247 ± 23 mg/kg (244 mg/kg alpha-tocopherol, 3 mg/kg
beta-tocopherol), which did not diﬀer signiﬁcantly from seed
tocopherol content in the female parent HA89 (t = 1.03,
P = 0.31). F1 seeds from crosses IAST-413 · HA89 averaged
429 ± 36 mg/kg (423 mg/kg alpha-tocopherol, 6 mg/kg beta-
tocopherol) which did not diﬀer signiﬁcantly from seed
tocopherol content in the female parent IAST-413 (t = 1.62,
P = 0.11). The results suggested that total tocopherol content
is mainly under maternal sporophytic control.
Total tocopherol content in seeds of wild-type line HA89
averaged 240 mg/kg (234 mg/kg alpha tocopherol, 6 mg/kg
beta tocopherol) in 2006 and 207 mg/kg (205 mg/kg alpha
tocopherol, 2 mg/kg beta tocopherol) in 2007. Seeds of line
IAST-413 showed about twofold more tocopherol content as
compared with HA89 seeds, 431 mg/kg (424 mg/kg alpha
tocopherol, 7 mg/kg beta tocopherol) in 2006 and 442 mg/kg
(437 mg/kg alpha tocopherol, 5 mg/kg beta tocopherol) in
2007 (Table 1). The F1 plant generation (bulked F2 seeds) had
seed tocopherol content similar to that of HA89, with no
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diﬀerences between reciprocal crosses. No signiﬁcant diﬀer-
ences were observed either among F2 plants (bulked F3 seeds)
or between reciprocal crosses. The lack of diﬀerences between
reciprocal F1 and F2 plants suggests absence of cytoplasmic
eﬀects on total seed tocopherol content. BC1F1 to HA89 plants
(bulked BC1F2 seeds) had, in both environments, average seed
tocopherol content similar to that of HA89, whereas BC1F1 to
IAST-413 plants had average tocopherol content similar to
that for the F2 generation (Table 1). Absence of signiﬁcant
diﬀerences between HA89 and the F1 and BC1F1 to HA89
generations suggested that IAST-413 alleles at loci involved in
increased tocopherol accumulation were primarily recessive.
Estimated broad-sense heritability (h2b) was 0.78 in 2006 and
0.67 in 2007, whereas narrow-sense heritability (h2n) was 0.70 in
2006 and 0.60 in 2007 (Table 1), indicating a major role of
additive gene action. Estimate of heritability through parent–
oﬀspring correlation was 0.67 (Fig. 1). Realized heritability
was estimated to be 0.64, which was similar to the other
heritability estimates. The minimum number of genes control-
ling accumulation of tocopherols in IAST-413 was estimated
as 1.04 in 2006 and 1.95 in 2007 (Table 1), which suggests that
the trait is oligogenic rather than polygenic.
Discussion
The results suggested that tocopherol content in sunﬂower
seeds is a trait with moderate to high heritability controlled by
a small number of loci, mainly interacting in an additive
manner, with alleles from the high seed tocopherol line being
largely recessive to the wild-type alleles. This mode of
inheritance will facilitate the introgression of alleles for high
tocopherol content into elite sunﬂower lines through back-
crossing, though the recessive nature of the trait will require
either progeny testing or the development and use of accurate
molecular markers.
Studies conducted in canola using factorial (Goﬀman and
Becker 2001a) and diallel (Goﬀman and Becker 2001b) mating
designs concluded that the trait was mainly controlled by genes
with additive eﬀects, which is in agreement with the results of
the present study in sunﬂower. Marwede et al. (2004) found
low broad-sense heritabilities for total seed tocopherol content
in canola seeds, which ranged from 0.34 to 0.48 in three
environments. The present research estimated larger values of
broad-sense heritability for seed tocopherol content in sun-
ﬂower, although a direct comparison between the mode of
inheritance of seed tocopherol content in canola and sunﬂower
is not possible because of the diﬀerent pattern of accumulation
of tocopherols in the seeds of the two crops. Whereas
sunﬂower seeds primarily accumulate alpha-tocopherol and
only very small amounts of beta-tocopherol, canola seeds
accumulate varying levels of both alpha- and gamma-tocoph-
erol, with the inheritance of both tocopherols being indepen-
dent from one another (Marwede et al. 2005). However,
genetic studies in canola indicated a small number of genes
with major eﬀects controlling total seed tocopherol content
(Goﬀman and Becker 2001b, Marwede et al. 2005), which is in
line with the results of the present study in sunﬂower.
Unlike other important seed oils in the market, in which the
predominant tocopherol forms are gamma- or delta-tocoph-
erol, almost all the tocopherol fraction in sunﬂower oil is made
up of alpha-tocopherol (Kamal-Eldin and Appelqvist 1996),
the most biologically active form (Brigelius-Flohe and Traber
1999). There is a large body of medical evidence pointing to
beneﬁts for human health associated with daily moderate
vitamin E supplementation (Bramley et al. 2000), which has
encouraged studies on vitamin E biofortiﬁcation of oilseed
crops (Hunter and Cahoon 2007). Sunﬂower germplasm with
naturally enhanced levels of alpha-tocopherol in seeds may
provide the basis for development of vitamin E-rich specialty
sunﬂower oil. Our results on realized heritability indicated that
sunﬂower breeders can eﬀectively select plants with increased
seed tocopherol content in early generations and that intro-
gression of the trait into elite germplasm can be straightfor-
ward.
In conclusion, the present research revealed that increased
tocopherol content in sunﬂower seeds is a trait with moderate
to high heritability controlled by a small number of loci mainly
interacting in an additive manner. This mode of inheritance
and response of selection will facilitate the introgression of
favourable alleles in adequate recipient genetic backgrounds to
develop sunﬂower cultivars producing oils with naturally
enhanced vitamin E content.
Table 1: Total tocopherol content (mean ± SD; mg/kg seed) of
sunﬂower lines HA89, IAST-413, their reciprocal F1 and F2 genera-
tions, and the backcross to both parents, grown in Co´rdoba, Spain in
2006 and 2007, and estimates of broad-sense heritability (h2b), narrow-
sense heritability (h2n) and minimum number of genes controlling the
trait (k)
Generation 2006 2007
HA89 240 ± 26ab 207 ± 31a
IAST-413 431 ± 54d 442 ± 58c
F1(HA89 · IAST-413) 256 ± 28b 215 ± 36a
F1(IAST-413 · HA89) 253 ± 25b 210 ± 38a
F2(HA89 · IAST-413) 319 ± 78c 288 ± 75b
F2(IAST-413 · HA89) 317 ± 73c 293 ± 70b
BC to HA89 231 ± 35a 216 ± 47a




Values within columns followed by the same letter(s) are not
signiﬁcantly different at 0.05 level of probability (Duncan¢s multiple
range test).
Fig. 1: Scatter plot of total seed tocopherol content (mg/kg seed) of
individual F2 plants (bulked F3 seeds) and their F3 progenies (bulked
F4 seeds in 16 individual F3 plants)
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Inheritance of deﬁcient tocopherol accumulation in sunﬂower seeds
L. DEL MORAL, B. PÉREZ-VICH, J. M. FERNÁNDEZ-MARTÍNEZ
and L. VELASCO∗
Institute for Sustainable Agriculture (CSIC), Alameda del Obispo s/n, 14004, Córdoba, Spain
[Del Moral L., Pérez-Vich B., Fernández-Martinez J. M. and Velasco L. 2011 Inheritance of deﬁcient tocopherol accumulation in sunﬂower
seeds. J. Genet. 90, 489–491]
Introduction
Tocopherols are the main antioxidants in oil seeds and
seed oils (Padley et al. 1994). They constitute a family of
four compounds, named alpha-, beta-, gamma-, and delta-
tocopherol that exert antioxidant activity both in vivo, also
known as vitamin E activity, as well as in vitro. Alpha-
tocopherol is the form with maximum vitamin E effect
(Traber and Sies 1996). Apart from its role as an antioxi-
dant in the lipid phase of biomembranes, it has been sug-
gested that alpha-tocopherol may play an important role in
regulation of signalling cascades and gene expression (Azzi
2007). Unlike most oil seeds, which mainly accumulate
gamma-tocopherol and delta-tocopherol (Padley et al. 1994),
sunﬂower seeds mainly accumulate alpha-tocopherol, which
account for more than 90% of the tocopherols in sunﬂower
seeds and oils (Velasco et al. 2002).
The discovery of mutants with deﬁcient accumulation of
tocopherols has played an important role in the characteri-
zation of the tocopherol pathway (DellaPenna and Pogson
2006). The most relevant ones are the Zea maize mutant sxd1
(Provencher et al. 2001; Sattler et al. 2003) and Arabidop-
sis thaliana mutant vte 1 (Porﬁrova et al. 2002), which are
devoid of tocopherols, and the Arabidopsis thaliana mutant
vte5-1 (Valentin et al. 2006), with seed tocopherol levels
reduced to 20% of the wildtype.
A natural sunﬂower mutant named IAST-522 with seed
tocopherol levels reduced to 29% of the wildtype (73.4 mg
per kg seed compared to 250.9 mg per kg in the wildtype)
has been identiﬁed (Velasco et al. 2010). This mutant is
unique, as no other mutant with deﬁcient tocopherol accu-
mulation has been reported in sunﬂower. Therefore it is a
valuable genetic source for studying biochemical and genetic
aspects of tocopherol biosynthesis and accumulation in sun-
ﬂower seeds. The objective of the present research was to
∗For correspondence. E-mail: lvelasco@ias.csic.es.
study the inheritance of reduced seed tocopherol accumula-
tion in seeds of the sunﬂower line IAST-522.
Materials and methods
Plant materials
IAST-522 is an S4:5 sunﬂower line produced by a plant-to-
row selection scheme for reduced total seed tocopherol con-
tent, mainly in the alpha-tocopherol form (>95% of total
tocopherols), from an accession with reduced seed toco-
pherol levels identiﬁed in the evaluation of a collection of
cultivated sunﬂower entries (Velasco et al. 2010). HA89
is an oilseed maintainer line with standard seed tocopherol
content and composition (>95% of total tocopherols in the
alpha-tocopherol form) released by the Texas Agricultural
Experiment Station and the USDA-ARS in 1971.
Genetic study
Plants of IAST-522 grown in pots in the greenhouse were
reciprocally crossed with plants of HA89 in the winter of
2004 and 2005. F1 plants together with plants of both parents
were grown in pots in a mesh cage enclosure under open air
conditions in the spring of 2005 and 2006, where reciprocal
crosses as well as backcrosses to both parents were made.
The heads of all plants were bagged before ﬂowering to pro-
duce seeds under selffertilization. At harvest, six-seed bulk
samples from each plant were analysed for total tocopherol
content as described by Velasco et al. (2002).
Plants of the parents, F1, F1r, F2, BCP1 and BCP2 genera-
tions produced in 2005 and 2006 were grown in the ﬁeld in
2006 and 2007, respectively, in a randomized complete block
design with two replications. F3 plants from an F2 plant pop-
ulation of 76 individuals were grown in the 2007 ﬁeld plot,
with 12 F3 plants per each F2. In all cases, seeds were germi-
nated in moistened ﬁlter paper, sown in small pots, and trans-
planted to the ﬁeld after three weeks in the growth chamber.
Keywords. sunﬂower; seed tocopherols; vitamin E; inheritance; heritability; Helianthus annuus L.
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The ﬁeld plots consisted of rows 5-m long with 1 m spacing
between rows and 0.20 m spacing between plants in the row.
Analyses of tocopherol content of F1, F2, F3, and BC plants
were conducted on six bulked F2, F3, F4, and BC1F2 achenes,
respectively, chosen at random.
Heritability estimates
Broad-sense heritability (H 2) and narrow-sense heritability
(h 2) were estimated on a single-plant basis as (Allard 1960).
H 2 = (σ 2F2 −
(





h 2 = (2σ 2F2 −
(
σ 2BCP1 + σ 2BCP2
)
/σ 2F2 ,
where σ 2F2 , variance among F2 plants; σ
2
P1 , variance among P1
(HA89) plants; σ 2P2 , variance among P2 (IAST-522) plants;
σ 2F1 , variance among F1 plants of the cross HA89 × IAST-
522; σ 2F1r, variance among F1 plants of the cross IAST-522
× HA89; σ 2BCP1 , variance among plants from the backcross
to HA89; σ 2BCP2 , variance among plants from the backcross
to IAST-522. The minimum number of genes (k) controlling
the total tocopherol content was estimated following Wright
(1968) as:









where P1 and P2 are the mean values of the two parents.
Estimate of heritability through parent–offspring correla-
tion was computed as the correlation coefﬁcient between
tocopherol content in the F2 and F3 plant generations. The
use of the correlation instead of the regression coefﬁcient is
recommended when the parent and offspring generations are
evaluated under different environments, as this method of
estimating heritability tends to reduce environmental effects
(Frey and Horner 1957).
Results and discussion
Seeds of line IAST-522 showed a low average tocopherol
content in 2006 (74 mg per kg) and 2007 (75 mg per kg) as
compared to the wildtype line HA89 (240 and 207 mg per
kg, respectively). F1 plants from the cross IAST-522 × HA89
showed an average tocopherol content of 146 mg per kg in
2006 and 124 mg per kg in 2007, whereas F1 plants from
the reciprocal cross showed an average tocopherol content of
118 mg per kg in 2007 (table 1). The F1 generation from the
cross HA89 × IAST-522 could not be evaluated in 2006, as
most F1 plants produced no seeds or an insufﬁcient number
of seeds for tocopherol analysis. The results of 2007 indi-
cated no signiﬁcant differences (t = 0.75, P > 0.05) between
reciprocal F1s, suggesting absence of cytoplasmic effects.
Mean and standard deviation values for the F2 and BC gen-
erations are presented in table 1. Only 19 plants from the BC
to IAST-522 produced sufﬁcient number of seeds for toco-
pherol analysis in 2006, which was considered insufﬁcient
Table 1. Total tocopherol content (mean ± SD; mg per kg seed) of
sunﬂower lines HA89, IAST-522, their F1 and F2 generations, and
the backcross to both parents, grown in Córdoba, Spain in 2006 and
2007, and estimates of broad-sense heritability (H 2), narrow-sense
heritability (h 2), and minimum number of genes controlling the trait
(k).
Generation Year 2006 Year 2007
HA89 240 ± 26 207 ± 31
IAST-522 74 ± 15 75 ± 18
F1(HA89xIAST-522) – 118 ± 24
F1(IAST-522xHA89) 146 ± 26 124 ± 29
F2(IAST-522xHA89) 154 ± 52 151 ± 46
BC to HA89 182 ± 41 170 ± 41
BC to IAST-522 – 128 ± 39
H 2 0.81 0.67
h 2 – 0.49
k 1.55 1.62
and accordingly h 2 could not be estimated in that year. Esti-
mates of H 2 were 0.81 in 2006 and 0.67 in 2007. Estimate
of h 2 in 2007 was 0.49 (table 1), indicating a major role of
additive gene action. Estimate of heritability through parent–
offspring correlation was 0.59 (ﬁgure 1). The estimate of the
minimum number of genes underlying a deﬁcient accumula-
tion of tocopherols in seeds of IAST-522 was 1.55 in 2006
and 1.62 in 2007, suggesting that the trait is oligogenic.
There are no previous studies on the inheritance of deﬁ-
cient seed tocopherol accumulation in seeds of sunﬂower
or other oilseeds. In rapeseed (Brassica napus L.), several
inheritance studies have been conducted using breeding lines
with different seed tocopherol levels. Goffman and Becker
(2001a,b) concluded that total seed tocopherol content was
mainly controlled by genes with additive effects, whereas
Marwede et al. (2004) found low heritabilities (broad sense)
for total seed tocopherol content, which ranged from 0.34 to
Figure 1. Scatter plot of total seed tocopherol content (mg per kg
seed) of individual F2 plants (bulked F3 seeds) and their F3 pro-
genies (bulked F4 seeds in 12 individual F3 plants) from the cross
between sunﬂower lines IAST-522, with reduced seed tocopherol
content, and HA89, with wildtype seed tocopherol content.
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0.48 in three environments. The present research identiﬁed
H 2 of 0.67 and 0.81 for reduced tocopherol content in seeds
of IAST-522, indicating that the trait is highly heritable. The
h 2 was estimated as 0.49 in 2007 compared to H 2 of 0.67
under the same environment, suggesting the predominance of
additive gene action for this trait. Our results also suggested
that reduced tocopherol content in seeds of the sunﬂower
line IAST-522 is controlled by a relatively small number of
genes, which is in line with the results obtained in previous
studies on the inheritance of total seed tocopherol content in
rapeseed (Goffman and Becker 2001b; Marwede et al. 2005).
In conclusion, the present research revealed that deﬁcient
tocopherol accumulation in seeds of sunﬂower line IAST-
522 is the result of genetic modiﬁcations in a relatively small
number of genes, which results in a moderate-to-high heri-
tability, with predominance of additive gene action. Although
the breeding goal is to increase tocopherol content in sun-
ﬂower seeds, the availability and characterization of a line
with defective tocopherol accumulation is of great value
for the identiﬁcation of key genes involved in tocopherol
accumulation in this crop.
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ReseaRch
Vitamin E comprises a class of lipid-soluble molecules (a-, b-, g-, and delta-tocopherol and tocotrienol) with antioxi-
dant activity that are essential nutrients for mammals (Schneider, 
2005). These molecules, collectively known as tocochromanols, 
consist of a chromanol ring with different substitution pattern 
of methyl groups and a polyprenyl side chain, which is saturated 
in tocopherols and unsaturated in tocotrienols. Among these 
compounds, a-tocopherol is the most important one for human 
nutrition and health because it exerts the highest vitamin E effect 
(Kamal-Eldin and Appelqvist, 1996).
Tocopherols are synthesized exclusively in photosynthetic 
microorganisms and plants. They result from the condensation 
of a polar phenolic moiety, p-hydroxyphenylpyruvic acid (HPP) 
and a polyprenyl side chain derived from isopentenyl diphosphate 
(IPP). Isopentenyl diphosphate is the precursor of phytyl diphos-
phate (phytyl-PP), from which tocopherol side chain is derived. 
The synthesis of tocopherols is initiated by the conversion of HPP 
into homogentisic acid (HGA) catalyzed by HPP dioxygenase 
Quantitative Trait Loci for Seed Tocopherol 
Content in Sunflower





which	 is	 the	 tocopherol	 form	 exhibiting	 the	
highest	vitamin	E	activity.	The	objective	of	 this	
research	was	to	study	the	genetic	basis	of	total	
seed	 tocopherol	 content	 in	 sunflower	 (Heli-
anthus annuus	 L.).	 Quantitative	 trait	 loci	 (QTL)	
analysis	was	 conducted	 in	 two	mapping	 pop-
ulations	 derived	 from	 crosses	 between	 lines	
with	 increased	 (IAST-413)	 and	 reduced	 (IAST-
522)	 tocopherol	 content	 and	 the	 conventional	
sunflower	 line	HA-89.	 Tocopherol	 content	was	
measured	 in	 the	 F2	 and	 the	 F3	 generations.	
Linkage	 maps	 were	 constructed	 using	 simple	
sequence	 repeat	 and	 insertion-deletion	 poly-
morphism	markers.	 Seven	 and	 six	 QTL	 deter-
mining	increased	and	reduced	seed	tocopherol	
content,	respectively,	were	identified.	Of	these,	
a	 major	 QTL	 on	 linkage	 group	 (LG)	 10	 was	
responsible	 for	 more	 than	 half	 the	 explained	
phenotypic	 variation	 for	 increased	 tocopherol	
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(HPPD). Condensation of HGA and phytyl-PP, catalyzed 
by homogentisic acid phytyl transferase (HPT), forms 
2-methyl-6-phytyl-1,4-benzoquinone (MPBQ), the 
committed intermediate of all tocopherols. MPBQ can 
then be methylated at ring position C-3 by the 2-methyl-
6-phytyl-1,4-benzoquinone/2-methyl-6-solanyl-1,4-
benzoquinone methyltransferase (MPBQ/MSBQ-MT) 
yielding 2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinone 
(DMPBQ). The prenylquinols MPBQ and DMPBQ are 
then cyclized into delta- and g-tocopherol, respectively. 
This enzymatic reaction is catalyzed by tocopherol cyclase 
(TC). Finally, delta- and g-tocopherol are methylated at 
ring position C-5 to yield b- and a-tocopherol, respec-
tively, by the g-tocopherol methyltransferase (g-TMT) 
(Mène-Saffrané and DellaPenna, 2010).
Plant tissues vary enormously for total tocopherol 
content and composition, with the highest concentrations 
being found in seeds (DellaPenna and Pogson, 2006). 
However, the predominant tocopherol derivative in seeds 
is g-tocopherol (Padley et al., 1994), which has only one-
tenth the vitamin E activity of a-tocopherol (Pongracz et 
al., 1995). Sunflower (Helianthus annuus L.) seeds are a nota-
ble exception, as they primarily accumulate a-tocopherol 
(Velasco et al., 2002), which makes sunflower seed oil one 
of the richest sources of naturally derived dietary vitamin 
E (USDA-ARS, 2010).
There is a large body of medical evidence pointing to 
the benefits to human health associated with daily, mod-
erate vitamin E supplementation (Bramley et al., 2000), 
which has encouraged breeding research to enhance vita-
min E levels in sunflower seeds. In the course of a breeding 
program aimed at this objective, Velasco et al. (2010) devel-
oped line IAST-413, with about a twofold a-tocopherol 
content greater than conventional sunflower germplasm. 
Within the same breeding program, the authors devel-
oped line IAST-522, with a seed tocopherol accumulation 
reduced to 29% of the wild type. Though IAST-522 has a 
limited value for practical breeding, it is a valuable genetic 
source for studying biochemical and genetic aspects of 
tocopherol accumulation in sunflower seeds.
Molecular studies conducted thus far on seed tocoph-
erols in sunflower have been focused mainly on map-
ping and elucidating the role of genes underlying altered 
tocopherol profiles. The Tph1 gene controlling increased 
seed b-tocopherol content was mapped to linkage group 
(LG) 1 (Tang et al., 2006; Vera-Ruiz et al., 2006), with 
recessive tph1 alleles being the result of a nonlethal knock-
out mutation in a MPBQ/MSBQ-MT gene (Tang et al., 
2006). The Tph2 gene determining high seed g-tocoph-
erol content was mapped to LG 8 (Hass et al., 2006; Gar-
cía-Moreno et al., 2006) of the sunflower linkage map and 
was found to be a g-TMT gene (Hass et al., 2006). A third 
gene, MT-2, involved in modified seed tocopherol pro-
file in sunflower was identified on LG 4 and determines 
very high b-tocopherol content in combination with tph1 
alleles. MT-2 was identified as a second MPBQ/MSBQ-
MT locus (Hass et al., 2006; Tang et al., 2006).
No molecular studies on quantitative accumulation of 
tocopherols in sunflower seeds have been performed to 
date. A recent study analyzed quantitative trait loci (QTL) 
for total tocopherol content in the extracted seed oil and 
identified five QTLs accounting for 45% of phenotypic 
variation of the trait (Haddadi et al., 2011). Quantitative 
trait loci for total tocopherol content in the seeds, mainly 
in the g-tocopherol form, have been identified in other 
plant species. In the model plant Arabidopsis thaliana, Gil-
liland et al. (2006) reported four and three QTLs affect-
ing total seed tocopherol levels in two recombinant inbred 
line (RIL) populations, respectively. In maize (Zea mays 
L.), one, three, and eight QTLs for total seed tocopherol 
content were identified in three different populations, 
explaining together 10.9, 14.9, and 33.5%, respectively, of 
the phenotypic variance of the trait (Wong et al., 2003; 
Chander et al., 2008). In soybean [Glycine max (L.) Merr.], 
Li et al. (2010) described five QTLs associated with total 
tocopherol levels in a RIL population evaluated in mul-
tiple environments, four of them detected in at least two 
environments. In rapeseed (Brassica napus L.), Marwede et 
al. (2005) reported two QTLs with significant main addi-
tive effects contributing 43.3% to the genotypic variance 
of total tocopherol content in a population of doubled 
haploid lines grown in four environments.
The objective of this research was to study the molec-
ular basis of total seed tocopherol content in sunflower 
through QTL analysis in two populations derived from 
crosses between line HA-89, with wild-type tocopherol 
content, and lines IAST-413 and IAST-522, with enhanced 
and reduced total tocopherol levels in the seeds, respectively.
MaTeRIaLs aND MeThODs
Plant Materials, segregating Populations, 
and Phenotypic analyses
IAST-413 is an S4:5 line with increased total seed tocopherol 
content, mainly in the a-tocopherol form (>950 g kg-1 tocoph-
erols), developed through a plant-to-row selection scheme from 
an accession with increased seed tocopherol levels identified in 
the evaluation of a collection of cultivated sunflower entries 
(Velasco et al., 2010). IAST-522 is an S4:5 line with reduced 
total seed tocopherol content mainly in the a-tocopherol form 
(>950 g kg-1 tocopherols) developed in the same program as 
IAST-413 (Velasco et al., 2010). HA-89 is an oilseed main-
tainer line with wild-type tocopherol content and composition 
released by the Texas Agricultural Experiment Station and the 
USDA-ARS in 1971. Two F2 mapping populations were devel-
oped from the crosses IAST-413 × HA-89 and IAST-522 × 
HA-89. Three hundred and thirteen F2 plants from IAST-413 
× HA-89 and 147 F2 plants from IAST-522 × HA-89 were 
grown in the field in 2006 in Córdoba, Spain, and self-polli-
nated. Lines IAST-413 and IAST-522 exhibited some degree of 
self-incompatibility, as they were derived from open-pollinated 





















































Markers that remained unlinked were mapped using the order 
“try” and previous mapping data for these markers in reference 
linkage maps (Tang et al., 2002; Yu et al., 2003). Three-point 
and multipoint analyses were used to determine the order and 
interval distances between the markers in each LG. For QTL 
analyses, the Haldane mapping function was used to compute 
the map distances in centiMorgans (cM) from the recombina-
tion fractions. Linkage group maps were drawn using the Map-
Chart software (Voorrips, 2002).
QTL analyses
Composite interval mapping (CIM) ( Jansen and Stam, 1994; 
Zeng, 1994) was used for mapping QTL and estimation of 
their effects. Computations were performed using the software 
PLABQTL Version 1.1 (Utz and Melchinger, 1996). Pheno-
typic data consisted of total seed tocopherol content for each F2 
plant and F2:3 family (F3 plants averaged). Analyses were made 
initially with the first statement to check the database for errors 
and outliers. Next, simple interval mapping was performed for 
an initial scan and detection of QTL with main effects. Finally, 
CIM was performed with markers closest to the main QTL as 
cofactors. Genomewide threshold values (a = 0.05) for declar-
ing the presence of QTL were estimated from 2000 permu-
tations (Churchill and Doerge, 1994; Doerge and Churchill, 
1996). The thresholds of the logarithm of the odds (LOD) score 
for total tocopherol content in the F2 and the F3 generations 
were 2.71 and 2.65, respectively, in the IAST-413 × HA-89 
population, and 2.67 and 2.70, respectively, in the IAST-522 × 
HA-89 population. Estimates of QTL positions were obtained 
at the point where the LOD score reaches its maximum in the 
region under consideration. One-LOD support limits for the 
position of each QTL were also calculated (Bohn et al., 1996).
The proportion of phenotypic variance explained by each 
individual QTL was calculated as the square of the partial cor-
relation coefficient (R2). Estimates of additive (ai) and dominance 
(di) effects (Falconer, 1989) for the ith putative QTL, the total 
LOD score, and the total proportion of the phenotypic variance 
explained by all QTL were obtained by fitting a multiple regres-
sion model including simultaneously all putative QTL for the 
trait (Bohn et al., 1996). The occurrence of QTL × QTL interac-
tions was tested by adding digenic epistatic effects to the model.
Quantitative trait loci map positions in the two mapping 
populations were compared by aligning the same LG using SSR 
marker loci genotyped in both populations as anchor mark-
ers. Quantitative trait loci were assumed to be orthologous if 
they explained a significant proportion of phenotypic variation 
measured in both populations and the one-LOD confidence 
intervals overlapped.
ResULTs
Phenotypic segregations and  
Linkage Map construction
The lines HA-89, IAST-413, and IAST-522 showed con-
trasting seed tocopherol contents, ranging from 168 to 286 
mg kg-1 in HA-89 (mean value 240 mg kg-1), 318 to 584 
mg kg-1 in IAST-413 (mean value 431 mg kg-1), and 46 to 
103 mg kg-1 in IAST-522 (mean value 73 mg kg-1) (Fig. 
1). The populations IAST-413 × HA-89 and IAST-522 
varieties (Velasco et al., 2010), which resulted in a number of 
F2 plants producing insufficient number of F3 seeds for analy-
sis and for the evaluation of the F3 plant generation. Sixteen 
F3 plants for each of the 188 F2:3 families of the IAST-413 × 
HA-89 population and 12 F3 plants for each of the 76 F2:3 fami-
lies of the IAST-522 × HA-89 population were grown in the 
field in Córdoba, Spain, in 2007. Total tocopherol content was 
measured by high-performance liquid chromatography in a 
bulk sample consisting of six randomly selected achenes from 
each individual F2 or F3 plant, as described Velasco et al. (2010). 
Total tocopherol content was calculated as the sum of a- and 
b-tocopherol content and expressed as mg kg-1 seed.
Molecular Data collection
Two fully expanded leaves were cut from each F2 plant of the 
IAST-413 × HA-89 and IAST-522 × HA-89 populations. The 
leaf tissue was frozen at -80°C then lyophilised and ground to 
a fine powder in a laboratory mill. DNA was isolated from the 
leaf tissue using a modified version of the protocol described by 
Rogers and Bendich (1985). DNA was also isolated from four 
plants of the parental lines HA-89, IAST-413, and IAST-522. 
Microsatellite (simple sequence repeat, or SSR) marker data 
collection was performed using primers from various different 
sources including those described by Tang et al. (2002) and Yu 
et al. (2003), identified by ORS and CRT prefixes. Polymerase 
chain reactions (PCR) were performed by using 30 μL of reac-
tion mixture containing 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 
mM each of dNTPs, 0.3 μM each of 3´- and 5´-end primers, 
0.7 units of Taq DNA polymerase (Biotaq DNA Polymerase, 
Bioline, London, UK), and 50 ng of genomic DNA. To reduce 
nonspecific amplification, touchdown PCR was used with an 
initial denaturation at 94°C for 2 min, followed by 1 cycle of 
94°C for 30 sec, final annealing temperature (TA) +10°C for 
30 sec, and 72°C for 30 sec. The annealing temperature was 
decreased 1°C per cycle during each of the 9 following cycles, at 
which time the products were amplified for 32 cycles at 94°C for 
30 sec, TA for 30 sec, and 72°C for 30 sec with a final extension 
of 20 min at 72°C. Final annealing temperatures varied from 
52° to 60°C. After the PCR reaction, the amplification products 
were resolved on 3% Metaphor (BMA, Rockland, ME) aga-
rose gels in 1X TBE buffer with ethidium bromide incorporated 
in the gel and visualized under ultraviolet light. Additionally, 
insertion-deletion polymorphism (INDEL) markers, identified 
by ZVG and INDEL prefixes, were used as described in Yu et 
al. (2003). Insertion-deletion polymorphism markers for the 
tocopherol biosynthesis genes g-TMT (Hass et al., 2006), TC 
(Hass et al., 2006), and MPBQ/MSBQ-MT (Tang et al., 2006) 
were used following the protocols described by the authors.
Linkage Map construction
Chi-square analyses were performed on each locus to detect 
deviations from the expected Mendelian ratios for codominant 
(1:2:1) or dominant (3:1) markers. Insertion-deletion polymor-
phism–SSR linkage maps were constructed using the software 
MAPMAKER/EXP version 3.0b (Whitehead Institute, Cam-
bridge, MA) (Lander et al., 1987). Two-point analysis was used 
to identify linkage groups (LGs) at a logarithm of odds (LOD) 
score of 5 in population IAST-413 × HA-89 and 3 in IAST-522 
× HA-89 and a maximum recombination frequency of 0.48. 





















































× HA-89 showed broad ranges of variation for total seed 
tocopherol content in the F2 plant generation, from 138 
to 545 mg kg-1 (mean value 317 mg kg-1) in IAST-413 
× HA-89 and from 72 to 294 mg kg-1 (mean value 154 
mg kg-1) in IAST-522 × HA-89 (Fig. 1). F2:3 families (F3 
plants averaged) of the IAST-413 × HA-89 mapping pop-
ulation showed a tocopherol content between 189 and 513 
mg kg-1. Tocopherol content in F2:3 families of the IAST-
522 × HA-89 population ranged from 101 to 224 mg kg-1.
For linkage map construction, 637 SSR and INDEL 
markers were screened for polymorphisms in the par-
ents of the IAST-413 × HA-89 mapping population, of 
which 208 (32.7%) were polymorphic. Similarly, 716 SSR 
and INDEL markers were screened in the parents of the 
IAST-522 × HA-89 mapping population, of which 249 
(34.8%) were polymorphic. A set of 156 and 157 high-
quality, evenly spaced, and preferably codominant SSR 
and INDEL markers were genotyped in the F2 individu-
als from the IAST-413 × HA-89 and IAST-522 × HA-89 
populations, respectively. After removal of marker loci that 
could not be accurately mapped, final linkage maps for 
QTL analyses comprised 150 marker loci in IAST-413 × 
HA-89 and 147 loci in IAST-522 × HA-89. The IAST-
413 × HA-89 map spanned 1264.7 Haldane cM grouped 
in 17 LGs and showed an average interval length of 9.5 cM. 
The IAST-522 × HA-89 map covered 1160.8 Haldane cM 
grouped in 16 LGs with an average interval length of 8.8 
cM. Marker coverage by linkage groups is shown in Table 
1. Linkage group 12 was the sparsest linkage group in the 
IAST-413 × HA-89 map and was completely missing in 
Figure 1. Histograms of total seed tocopherol content in parental lines HA-89, IAST-413, and IAST-522 and F2 plants of populations IAST-
413 × HA-89 and IAST-522 × HA-89.
Table 1. Genome coverage offered by the marker set used for quantitative trait loci (QTL) analysis in the IAST-413 × HA-89, and 
the IAST-522 × HA-89 populations. Distances are expressed in Haldane cM.
LG†
LG coverage










1 10 5 6.3 35.4 88.1 9 7 5.6 25.6 89.2
2 13 6.8 42.2 82.3 8 7.7 27.6 54.1
3 10 11.1 32.7 100.2 8 2 10.7 67.1 96.2
4 7 18.5 86.8 111.3 13 7.3 20.5 88.0
5 6 1 1.9 4.7 11.3 8 1 14.1 60.1 113.0
6 8 10.0 27.3 69.9 7 3 4.3 13.0 38.7
7 6 14.3 42.1 71.4 7 1 8.2 44.1 57.4
8 9 2.8 7.4 22.4 6 6.3 18.4 31.3
9 10 4 5.7 21.6 74.1 9 2 8.3 24.3 83.5
10 7 11.8 29.7 70.7 6 2 6.9 12.9 48.6
11 10 11.4 64.1 103.1 8 1 17.0 120.9 153.3
12 3 57.8 57.9 115.7
13 7 2 12.7 72.2 102.0 11 2 7.1 32.3 84.7
14 2 2 5.8 14.5 17.4 2 4 12.1 18.4 60.7
15 8 7.6 30.3 53.3 6 10.4 25.8 52.1
16 7 15.7 41.8 94.5 7 1 11.1 26.1 77.8
17 11 2 6.4 29.4 77.0 5 1 5.4 22.5 32.2
Total 134 16 1264.7 120 27 1160.8
†LG = linkage group.
‡SSR = number of simple sequence repeat (SSR) loci. 
§INDEL = number of insertion-deletion polymorphism (INDEL) loci.





















































the IAST-522 × HA-89 map (Table 1). Seven marker loci 
grouped at the botton of LG 17 in the IAST-413 × HA-89 
map had significantly distorted segregation ratios (P < 
0.001). No marker loci showed a significant distorted seg-
regation in the IAST-522 × HA-89 map.
Insertion-deletion polymorphism markers for the 
tocopherol biosynthesis genes g-TMT and TC (Hass et al., 
2006) and MPBQ/MSBQ-MT (Tang et al., 2006) were 
also screened for polymorphisms in the parents of the two 
mapping populations. The F45/R50 MPBQ/MSBQ-MT 
marker for the Tph1 gene was polymorphic in both popu-
lations and was mapped to LG 1 as described by Tang 
et al. (2006). The F9/R24 g-TMT marker showed three 
different loci. The main one, a band of about 1100 bp 
mapped to LG 8 in other populations (data not shown), 
was not polymorphic. Two secondary loci (bands of about 
750 bp and 400 bp, respectively, segregating dominantly) 
were mapped to LG 14 in both mapping populations and 
to LG 16 in IAST-522 × HA-89. No other markers for 
the g-TMT, TC, and MPBQ/MSBQ-MT genes were 
polymorphic between the parental lines of the mapping 
populations used in the study.
composite Interval Mapping analyses
Five QTLs associated with increased seed tocopherol con-
tent, which together explained 36% of the phenotypic 
variance for this trait, were identified in the F2 analysis 
of the IAST-413 × HA-89 population (Table 2). Three 
of these QTL were also identified in the analysis of the 
F3 generation. Together with two additional QTL not 
previously identified in the F2, these five QTLs together 
explained 47% of the phenotypic variance observed in 
the F3 generation (Table 2). Five QTLs associated with 
reduced seed tocopherol content were identified in the 
F2 generation of the IAST-522 × HA-89 population, 
explaining 36% of the phenotypic variance. One of them 
Table 2. Quantitative trait loci (QTL) affecting total seed tocopherol content in the IAST-413 × HA-89 and the IAST-522 × 
HA-89 populations.




IAST-413 × HA-89 F2 vte2.1 2 11 8–13 ORS1065 3.68 8.9 20.4** -31.1**
vte6.1 6 12 0–31 ORS230 3.10 7.6 24.3**
vte10.1 10 46 30–51 ORS1144 8.69 19.8 -38.6** -21.4*
vte12.1 12 115 93–115 ORS817 3.95 10.2 -19.0**
Total 17.6 35.8
vte17.1†† 17 75 55–76 INDEL2 2.40 5.9 -16.1* -27.4**
F3 vte4.1 4 101 93–102 ORS366 6.42 14.9 -31.0**
vte6.1 6 13 0–31 ORS374 4.04 9.7 50.8*
vte10.1 10 38 30–47 ORS1088 11.38 24.9 -39.4** -18.4*
vte11.1 11 79 73–82 ORS5 4.60 10.9 -23.0**
Total 24.7 46.3
Total epistasis (vte4.1 * vte10.1) 33.1 56.6
vte17.1†† 17 75 67–76 INDEL2 2.39 5.9 -21.1*
IAST-522 × HA-89 F2 vte4.1 4 39 36–42 ORS523 2.99 8.7 -28.1**
vte11.1 11 152 150–153 CRT275 5.50 15.4 42.9**
vte16.1 16 53 24–54 ORS920 2.89 8.4 42.4** -58.0*
vte17.1 17 0 0–1 ORS1245 3.37 9.8 25.7**
Total 14.5 35.6
vte6.1†† 6 3 0–14 ORS1229 2.13 6.8 20.0**




vte11.1 11 130 125–143 ORS1116 3.55 17.7 17.2**
Total 7.54 33.9
*Significant at the 0.05 probability level.
**Significant at the 0.01 probability level.
†LG = linkage group.
‡Absolute position from the top of the LG in centiMorgans (cM).
§One logarithm of the odds (LOD) support interval in centiMorgans.
¶Left locus flanking the likelihood peak for a putative QTL.
#a = additive effect, d = dominant effect.
††QTL detected below the LOD threshold.





















































was also identified in the analysis of the F3 generation, in 
which two main QTL explained 34% of the phenotypic 
variance of the trait (Table 2).
Both populations showed one QTL with main effect, 
which was located on different LGs for each population. 
In IAST-413 × HA-89, the main QTL associated with 
increased seed tocopherol content was located on LG 10 
(vte10.1) and was detected in the analysis of both F2 and F3 
generations, in which it explained 20 and 25% of the phe-
notypic variance, respectively (Table 2 and Fig. 2). At this 
QTL, the allele increasing total tocopherol content came 
from IAST-413 (Table 2). In IAST-522 × HA-89, one 
major QTL determining reduced seed tocopherol content 
was identified on LG 11 in both the F2 and the F3 gen-
erations, where it explained 15 and 18%, respectively, of 
the phenotypic variance for the trait (Table 2). The allele 
determining reduced tocopherol levels at this QTL came 
from the IAST-522 line (Table 2).
Quantitative trait loci with lower effects or identified 
only in the analysis of the F2 or the F3 were also detected 
within each mapping population, with LOD values rang-
ing from 3.1 to 9.7 in the IAST-413 × HA-89 population 
and from 2.9 to 4.8 in the IAST-522 × HA-89 population 
(Table 2). Of these QTL, vte6.1 was consistently identi-
fied across the F2 and the F3 in IAST-413 × HA-89 with 
almost identical one-LOD support intervals. It is note-
worthy that the HA-89 allele increased the total tocoph-
erol levels at the vte6.1 QTL. Similarly, vte17.1 in LG 17 
was consistently identified at the same position across the 
F2 and the F3 in IAST-413 × HA-89, although this QTL 
was detected below the LOD threshold. The fact that all 
markers at the vte17.1 support interval in this population 
showed a distorted segregation could have caused a lower 
QTL detection power, as previously described in simula-
tion studies (Zhang et al., 2010).
The test for digenic epistatic interactions was signifi-
cant (add × add, P < 0.05) between the QTL vte4.1 on LG 
4 and vte10.1 on LG 10 in the analysis of the F3 generation 
of IAST-413 × HA-89. The inclusion of these epistatic 
effects into the model for simultaneous fit gave a total R2 
value of 56.6% compared with 46.6% for the model with-
out epistasis (Table 2).
Quantitative trait loci correspondence between the 
two mapping populations was analyzed. The vte2.1 QTL 
on LG 2 (detected in the IAST-413 × HA-89 F2 and the 
IAST-522 × HA-89 F3), the vte4.1 QTL on LG 4 (identi-
fied in the IAST-413 × HA-89 F3 and the IAST-522 × 
HA-89 F2), and the vte17.1 QTL on LG 17 (identified in 
the IAST-413 × HA-89 F2 and F3 and the IAST-522 × 
HA-89 F2) were found in the two mapping populations 
with overlapping one-LOD support intervals (Fig. 3a for 
LG 2, Fig. 3b for LG 4, and Fig. 3e for LG 17). The vte6.1 
QTL on LG 6 (detected in the IAST-413 × HA-89 F2 
and F3 and the IAST-522 × HA-89 F2) was located in 
the two mapping populations at adjacent support inter-
vals, presumably because of the lack of genome coverage 
in the upper half of LG 6 in IAST-522 × HA-89 (Fig. 3c). 
Finally, the vte11.1 QTL was identified at close support 
intervals in the lower half of LG 11 in the two mapping 
populations (Fig. 3d).
DIscUssION
The results of this research suggested the involvement of 
major genes in the expression of increased seed tocoph-
erol content in sunflower line IAST-413 and reduced seed 
tocopherol content in line IAST-522. Thus, a major QTL 
on LG 10 was responsible for more than half the explained 
phenotypic variation for increased tocopherol content in the 
IAST-413 × HA-89 population, whereas a major QTL on 
LG 11 was responsible for more than half the explained phe-
notypic variation for reduced seed tocopherol content in the 
IAST-522 × HA-89 population. The results are in line with 
those obtained in rapeseed, where Marwede et al. (2005) 
identified two major QTLs associated with total tocoph-
erol accumulation in seeds. In contrast, studies in soybean 
reported that natural variation for tocopherol content in the 
seeds was determined by five QTLs, each explaining a low 
level of the phenotypic variation for the trait (Li et al., 2010).
In addition to the main QTL on LG 10 and LG 11, four 
of the other QTLs identified were detected with overlap-
ping (LG 2, 4, and 17) or adjacent (LG 6) one-LOD sup-
port intervals in the two mapping populations used in this 
study. The detection of QTL in both populations provides 
greater confidence to the presence of genes controlling 
tocopherol accumulation in these chromosomal regions 
and indicates that presumably both the increased and the 
reduced tocopherol traits share a common genetic basis. 
This was not an unexpected result, as studies of tocopherol 
biosynthesis genes in the model plant Arabidopsis showed 
Figure 2. Molecular map of linkage group (LG) 10 and logarithm of 
the odds (LOD) score profiles on this LG for total seed tocopherol 
content in the F2 (black line) and the F3 (gray line) generations from 
the IAST-413 × HA-89 population. The ORS prefix denotes simple 
sequence repeat (SSR) marker loci. The cumulative distances in 
centiMorgans (Haldane) are shown at the left of the map.





















































that opposite expression alterations (overexpression or 
reduced expression) of the same gene can derive in oppo-
site phenotypes (increased or reduced) on total tocopherol 
levels (Collakova and DellaPenna, 2001; Savidge et al., 
2002; Sattler et al., 2004).
In a recent study, Haddadi et al. (2011) identified five 
QTLs on LG 1, 8, 10, and 14 for tocopherol content in 
sunflower extracted seed oil. From these QTLs, only QTL 
on LG 10 overlapped with the major QTL on LG 10 from 
the IAST-413 × HA-89 population found in our study, 
which confirmed the effect of this QTL in different genetic 
backgrounds. The tocopherol content in extracted seed oil 
is the result of several factors, the most important being 
the tocopherol content in the seeds, the oil content in the 
seeds, and the oil extraction system (Tasan and Demirci, 
2005). This fact, together with the different material used 
for the genetic studies, may have influenced the different 
QTL identified in the analyses reported by Haddadi et al. 
(2011) and those described in the present research.
It has been suggested that a few major-effect stable QTL 
detected across environments and populations with diverse 
genetic background are desirable for marker-assisted selec-
tion (MAS) (Kulwal et al., 2005). In this study, increased 
seed tocopherol content in line IAST-413 was determined by 
one main QTL on LG 10 that was detected in both F2 and F3 
generations. Also, most of the additional QTLs with a small 
to moderate effect were also detected across generations. In 
most of them, alleles for increased tocopherol content came 
from the IAST-413 line. Therefore, markers linked to these 
QTL, particularly to that on LG 10 with a main effect on 
seed tocopherol content, have good potential for use in MAS 
for increased seed tocopherol content from IAST-413.
Map positions of genes from the tocopherol bio-
synthetic pathway within the sunflower linkage map are 
Figure 3. Quantitative trait loci (QTL) locations for total F2 and F3 seed tocopherol content in the aligned linkage maps from the IAST-
413 × HA-89 and the IAST-522 × HA-89 populations. (a) Linkage group (LG) 2, (b) LG 4, (c) LG 6, (d) LG 11, (e) LG 17. Quantitative trait 
loci positions are indicated by arrows at the point where the logarithm of the odds (LOD) score reaches its maximum and by boxes 
corresponding to one-LOD support intervals. The generation in which the QTL were detected and the QTL name, as indicated in Table 
2, are shown at the left of the QTL boxes.





















































known (Hass et al., 2006; Tang et al., 2006; Haddadi et al., 
2011). A locus for the MPBQ/MSBQ-MT gene (MT-2) has 
been mapped on LG 4 about 2 cM downstream of the SSR 
marker ORS523 (Hass et al., 2006). In this study, the vte4.1 
QTL on LG 4 has been located in the ORS523-CRT229 
marker interval (Table 2 and Fig. 3b), with the QTL peak 
located 0.3 cM downstream of the ORS523 marker. Tang 
et al. (2006) and Hass et al. (2006) described that mutations 
at the MT-2 locus had no effect on the tocopherol profile 
unless combined with mutations at the Tph1-MT-1 locus on 
LG 1. These two loci epistatically interacting profoundly 
affected the tocopherol profile, from high a-tocopherol 
content in the wild type to high b-tocopherol content in 
the double mutant. Interestingly, we found a significant 
epistatic effect of the vte4.1 QTL on LG 4 with vte10.1 
QTL on LG 10. Previous studies in the model plant Arabi-
dopsis indicated that mutations at the MPBQ/MSBQ-MT 
gene altered the tocopherol profile but also had an effect 
on increasing total seed tocopherol content (Cheng et al., 
2003). Taken together, these results indicate that the MT-2 
locus at the vte4.1 QTL interval could play a role in modi-
fying total tocopherol content in sunflower seeds.
There is a great interest in the natural forms of vita-
min E, because they are compounds that contribute to 
maintaining a healthy cardiovascular system and satisfac-
tory blood cholesterol levels (Colombo, 2010). One of the 
richest sources of vitamin E in the diet are seed oils, par-
ticularly sunflower oil, and the products made of them 
(USDA-ARS, 2010; Bramley et al., 2000). Sunflower 
mutant IAST-413 with increased seed tocopherol content, 
predominantly in the a-tocopherol form, constitutes a 
unique source of high vitamin E content. The identifica-
tion of QTL associated with this trait will contribute to 
advancements in molecular breeding for enhanced vita-
min E content in sunflower seeds.
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Expression of modified tocopherol content
and profile in sunflower tissues
Lidia Del Moral, Jose´ M Ferna´ndez-Martı´nez, Begon˜a Pe´rez-Vich
and Leonardo Velasco∗
Abstract
BACKGROUND: Alpha-tocopherol is the predominant tocopherol form in sunflower seeds. Sunflower lines that accumulate
increased levels of beta-, gamma- and delta-tocopherol in seeds as well as lines with reduced and increased total seed
tocopherol content havebeendeveloped. Theobjective of this researchwas to evaluatewhether themodified tocopherol levels
are expressed in plant tissues other than seeds.
RESULTS: Lines with increased levels of beta-, gamma- and delta-tocopherol in seeds also possessed increased levels of these
tocopherols in leaves, roots and pollen. Correlation coefficients for the proportion of individual tocopherols in different plant
tissues were significantly positive in all cases, ranging from 0.68 to 0.97. A line with reduced tocopherol content in seeds also
showed reduced content in roots and pollen.
CONCLUSION: Genetic modifications producing altered seed tocopherol profiles in sunflower are also expressed in leaves,
roots and pollen. Reduced total seed tocopherol content is mainly expressed at the root and pollen level. The expression of
tocopherol mutations in other plant tissues will enable further studies on the physiological role of tocopherols and could be of
interest for early selection for these traits in breeding programmes.
c© 2011 Society of Chemical Industry
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INTRODUCTION
Tocopherols are a family of four lipid-soluble substances with
vitamin E activity that are produced by all plant tissues and
some cyanobacteria.1 They have amolecular structure comprising
a chromanol ring with a given number of methyl substituents
and a saturated phytyl side chain. The four tocopherols differ in
the number and position of methyl substituents, which largely
determine their antioxidant properties.2 Alpha-tocopherol shows
maximum in vivo vitamin E activity but poor in vitro protection of
the extracted oil, whereas beta-, gamma- anddelta-tocopherol are
more powerful in vitro antioxidants with a lower vitamin E value
than alpha-tocopherol.3
Tocopherols are synthesised in the plastids of photosynthetic
organisms from the condensation of homogentisic acid (HGA)
and phytyl diphosphate (phytyl-PP), catalysed by homogen-
tisic acid phytyl transferase (HPT), to form 2-methyl-6-phytyl-
1,4-benzoquinone (MPBQ). MPBQ can be methylated at ring
position C-3 by 2-methyl-6-phytyl-1,4-benzoquinone/2-methyl-
6-solanyl-1,4-benzoquinonemethyltransferase (MPBQ/MSBQ-MT)
to yield 2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinone (DMPBQ). The
prenylquinols MPBQ and DMPBQ are then cyclised into delta-
and gamma-tocopherol respectively. This enzymatic reaction is
catalysed by tocopherol cyclase (TC). Finally, delta- and gamma-
tocopherol are methylated at ring position C-5 by gamma-
tocopherol methyltransferase (gamma-TMT) to yield beta- and
alpha-tocopherol respectively.4
The seed oil of conventional sunflower (Helianthus annuus L.)
varieties has an average total tocopherol content of 708 mg kg−1,
mainly in the alpha-tocopherol form, which accounts for more
than 900 g kg−1 tocopherols (90% w/w).5 Different breeding
strategies have led to the development of sunflower germplasm
withmodifiedseedtocopherolprofile, including increased levelsof
beta-, gamma- anddelta-tocopherol.6–8 Levels of beta-tocopherol
around 500 g kg−1 tocopherols are controlled by recessive alleles
at a single locus named Tph1,6,9 whereas levels of beta-tocopherol
over 650 g kg−1 tocopherols are produced by recessive alleles
at two loci, Tph1 and MT-2, both of which are paralogues of
MPBQ/MSBQ-MT.10 Increased levels of gamma-tocopherol over
900 g kg−1 tocopherols are the result of a recessivemutation in the
Tph2 locus,6,11 which has been identified as a gamma-tocopherol
methyltransferase.10 Increased levels of delta-tocopherol are
produced by epistatic interaction of Tph1, Tph2 andMT-2 loci.12
There are large differences in total tocopherol content and
composition in different plant tissues. Photosynthetic tissues con-
tain low levels of tocopherol, usually 10–20 times lower than
seeds. Alpha-tocopherol is the predominant tocopherol in pho-
tosynthetic tissues, but it is most often a minor component of
seeds.1 Sunflower is one of the few exceptions where alpha-
tocopherol is also predominant in seeds.5 There are few studies
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on how changes in seed tocopherol profile are reflected in other
tissues of the plant. Studies on the Arabidopsis mutant vte3-1
with reduced MPBQ/MSBQ-MT activity revealed that modified to-
copherol profiles were expressed in both seeds and leaves, with
seeds showing a reduced proportion of gamma-tocopherol and
an increased proportion of delta-tocopherol compared with the
wild type and leaves showing reduced proportions of alpha- and
gamma-tocopherol and increased proportions of beta- and delta-
tocopherol.13 Constitutive overexpression of HPT in Arabidopsis
led to an increase in total tocopherol content in both seeds and
leaves,with the latter showing an increasedproportionof gamma-
tocopherol.14 Simultaneous overexpression of HPT and gamma-
TMT resulted in an increase in total tocopherol content as well
as almost complete methylation of gamma-tocopherol to alpha-
tocopherol in both seeds and leaves.14 In sunflower, Demurin
et al.15 studied the expressivity of seed tocopherol profile muta-
tions in different parts of the plant. Although levels of individual
tocopherols were not reported, the authors concluded that tph1
(increased beta-tocopherol), tph2 (increased gamma-tocopherol)
and the double mutation tph1 tph2 (increased delta-tocopherol)
were expressed in roots, hypocotyls and pollen grains. Analysis of
leaves revealed expressivity of tph2 but not of tph1mutation.
In relation to the expressivity of mutations underlyingmodified
total tocopherol content, Valentin et al.16 reported that the
Arabidopsis vte5-1 mutant, with seed tocopherol levels reduced
to 20% of the wild type owing to a mutated phytol kinase gene,
also expressed reduced tocopherol levels in leaves. Sattler et al.17
found the complete absence of tocopherols in seeds and leaves of
the Arabidopsismutant vte2, inwhich the HPT genewas disrupted.
In transgenic Arabidopsis, Tsegaye et al.18 and Collakova and
DellaPenna14 showed that constitutive overexpression of the p-
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase and HPT genes respectively
modestly increased total tocopherol levels in both seeds and
leaves.
The objective of the present research was to study how genetic
modifications producing altered total tocopherol content or
modified tocopherol profile in sunflower seeds are reflected in
other plant tissues such as roots, pollen grains and leaves.
EXPERIMENTAL
Plantmaterials
Nine lines with modified seed tocopherol content or composition
were used together with a line with wild-type seed tocopherol
content and composition. The line T2100 with high seed
gamma-tocopherol content was isolated from an accession of the
germplasm collection of the Institute for Sustainable Agriculture
(IAS-CSIC), Co´rdoba, Spain.7 The line T589 with increased seed
beta-tocopherol content was isolated from an accession of
the National Plant Germplasm System (NPGS), United States
Department of Agriculture (USDA).7 The line IAST-1 with high
seed gamma-tocopherol content was obtained by chemical
mutagenesis.8 The lines IAST-4 and TS-1 with different increased
levels of gamma- and delta-tocopherol in seeds and the line
IAST-5 with high beta-tocopherol content in seeds were isolated
from crosses between the lines IAST-1 and T589.8 The line
IAST-522with reduced total seed tocopherol content was isolated
from an accession of the germplasm collection of IAS-CSIC.19 The
lines IAST-413 and IAST-306 with increased total seed tocopherol
content were developed by pedigree selection from accessions
of the germplasm collections of the IAS-CSIC and the NPGS-USDA
respectively.19 HA89, with wild-type seed tocopherol content and
composition, is a public sunflower line released by the Texas Agri-
cultural Experiment Station and the USDA Agricultural Research
Service (ARS) in 1971. Table 1 shows the seed tocopherol content
and composition of the ten lines used for the study, planted on
the same date and grown under the same environment in 2006.
Sample collection
The tocopherol composition of 24 single seeds per line was
analysed by high-performance liquid chromatography (HPLC)
using the half-seed technique described by Velasco et al.8 After
confirmation of the expected tocopherol profile, the seeds were
germinated on moistened filter paper. Two-day-old seedlings
were planted in small pots (7 cm × 7 cm × 8 cm) containing a
mixture of sand and peat (1 : 1 v/v). After 15 days in a growth
chamber with a 16 h photoperiod under a photon flux density
of 300 µmol m−2 s−1 (Sylvania F36W/GRO fluorescent lamps, SLI
Lichtsysteme GmbH, Erlangen, Germany) at 25/20 ◦C (day/night),
the plants were transplanted to larger pots containing 3 L of
fertilised sand/silt/peat (2 : 1:1 v/v/v) soil mixture and maintained
under openair conditions. Root sampleswere collectedat the time
of transplanting and rinsed thoroughly with distilled water. Leaf
sampleswere collected from two fully expanded leaves. Sunflower
heads were bagged before flowering to force self-fertilisation.
Pollen samples were collected when the heads contained around
50%of bloomingflorets. In all cases the sampleswere immediately
frozen at −80 ◦C. The tissue samples were lyophilised and ground
to a fine powder in a laboratory mill. The seeds from each plant
were harvested at maturity. The seeds and tissue samples were
analysed for tocopherol content and composition as reported
below.
Analysis of tocopherols
For seed analyses, six randomly selected achenes from each single
plant were husked, weighed and crushed as finely as possible with
a stainless steel rod. For root, leaf and pollen analyses, around
200 mg of lyophilised tissue was used. Tocopherol extraction,
separation by HPLC and quantification were done following the
procedures described by Thies,20 using a fluorescence detector
at 295 nm excitation and 330 nm emission and iso-octane/tert-
butylmethylether (94 : 6 v/v) as eluent at an isocratic flow rate of
0.8 mL min−1.Chromatographic separationof the tocopherolswas
performed on a LiChrospher (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
100 diol column (250 mm × 3 mm i.d.) with 5 µm spherical
particles, connected to a silica guard column (LiChrospher Si 60,
5 mm × 4 mm i.d.). Quantitative determination of tocopherols
was done by means of external calibration curves obtained
for each tocopherol homologue using tocopherol standards
(Calbiochem Tocopherol Set, Cat. No. 613 424, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). Total tocopherol content was calculated as
the sum of alpha-, beta-, gamma- and delta-tocopherol contents
and expressed as mg kg−1 tissue.
Statistical analyses
Statistical significance of differences in tocopherol content and
composition in different plant tissueswas computed by analysis of
variance through the general linear model and Duncan’s multiple
range test. The analyses were conducted using the SPSS Version
15.0.1 statistical package (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Simple
correlation coefficients (r) between total tocopherol content and
tocopherol profile in different plant tissues were calculated. The
significance of the correlation coefficients was calculated by the
standard testing procedures for the r = 0 null hypothesis.21
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Table 1. Total tocopherol (T) content (mg kg−1 seed) and composition (g kg−1 tocopherols) in seeds of nine sunflower (Helianthus annuus) lines
with modified seed tocopherol content or composition and wild-type line HA89 used as control
Line Total-T Alpha-T Beta-T Gamma-T Delta-T
HA89 332.5 ± 44.8cd 990 ± 9e 10 ± 9a 0a 0a
IAST-522 187.1 ± 9.3a 972 ± 5e 28 ± 5a 0a 0a
IAST-306 590.3 ± 46.0e 922 ± 37d 77 ± 38b 0a 0a
IAST-413 585.3 ± 63.3e 962 ± 8e 19 ± 5a 19 ± 6a 0a
T589 289.4 ± 61.0bc 347 ± 40c 653 ± 40c 0a 0a
IAST-5 307.4 ± 56.8c 208 ± 71b 792 ± 71d 0a 0a
T2100 392.2 ± 63.9d 1 ± 2a 0a 987 ± 5d 12 ± 5a
IAST-1 341.4 ± 73.6cd 7 ± 3a 0a 982 ± 4d 11 ± 6a
TS-1 237.5 ± 31.1ab 22 ± 10a 0a 416 ± 59c 562 ± 67b
IAST-4 295.2 ± 67.3bc 9 ± 2a 16 ± 21a 217 ± 35b 758 ± 28c
Data are given as mean ± standard deviation. Values within a column followed by the same letter are not significantly different at 0.05 level of
probability (Duncan’s multiple range test).
RESULTS
Tocopherols in seeds
Total tocopherol content in seeds ranged from 187.1 to
590.3 mg kg−1 seed (Table 1). The extremes of the range of vari-
ation corresponded to line IAST-522, selected for its reduced
tocopherol content in the seeds, and lines IAST-306 and IAST-413,
both selected for their increased seed tocopherol content.19 In
these three cases, total tocopherol content differed significantly
from thewild-type lineHA89. Theother lines, selected formodified
tocopherol profiles, showed a tocopherol content similar to HA89,
with the sole exception of TS-1 that showed a reduced tocopherol
content. The lines with modified seed tocopherol profiles exhib-
ited the expected profiles for which they were selected, i.e. T589
and IAST-5 displayeddifferent increased levels of beta-tocopherol,
T2100and IAST-1 showedsimilar high levels of gamma-tocopherol
andTS-1 and IAST-4exhibiteddifferent increased levels of gamma-
and delta-tocopherol.7,8
Tocopherols in roots
Total tocopherol content in roots ranged from6.8 to 29.4 mg kg−1
root,withmostof the lineshavinga root tocopherol content similar
tothewild-type lineHA89(Table 2).Theexceptionswere lines IAST-
522 and IAST-4, with lower tocopherol content, and line T2100,
with higher tocopherol content. The sunflower lines showed a
large variation in tocopherol profile in the roots. Line HA89 had a
root tocopherol profile made up of alpha-tocopherol (875 g kg−1
tocopherols) and gamma-tocopherol (125 g kg−1 tocopherols),
which was similar in lines IAST-522, IAST-306 and IAST-413 (Ta-
ble 2), all characterised by the wild-type seed tocopherol profile
(Table 1). Conversely, all lines with modified seed tocopherol pro-
file also showedmodified root tocopherol profiles. Thus lines T589
and IAST-5, with increased levels of beta-tocopherol in the seeds,
also showed increased levels of beta-tocopherol in the roots. The
differencebetween the two lines inbeta-tocopherol content at the
seed level (792 g kg−1 tocopherols in IAST-5 vs 653 g kg−1 toco-
pherols in T589; Table 1) was not reflected at the root level, where
T589 had a higher beta-tocopherol content than IAST-5 (Table 2).
In addition to increased levels of beta-tocopherol, both T589 and
IAST-5 showed increased levels of delta-tocopherol, which is not
present in the roots of the wild type or in the seeds of these lines.
Lines T2100 and IAST-1, with high gamma-tocopherol content in
the seeds, also presented high gamma-tocopherol content in the
roots, whereas lines TS-1 and IAST-4, with increased levels of both
gamma- and delta-tocopherol content in the seeds, exhibited
a root tocopherol profile clearly dominated by delta-tocopherol
(Table 2). Delta-tocopherol content in the roots of the latter lines
was not significantly different (Table 2), even though the two lines
differed in delta-tocopherol content at the seed level (Table 1).
Tocopherols in leaves
Average tocopherol content in sunflower leaves showed a
broad range of variation in the lines included in the study, from
1.4 mg kg−1 in IAST-522 to 19.6 mg kg−1 in TS-1 (Table 3). The
trait did not differ significantly between the wild-type line HA89
and the lines with modified total tocopherol content in the seeds
(IAST-522, IAST-306 and IAST-413). Similarly, lines T589 and IAST-5,
with high beta-tocopherol content in the seeds, showed a similar
total tocopherol content in the leaves to the wild-type line HA89.
Conversely, the lines with increased levels of gamma-tocopherol
(T2100 and IAST-1) or both gamma- and delta-tocopherol (TS-1
and IAST-4) in the seeds showed a significantly higher total
tocopherol content in the leaves than the wild type.
The wild-type line HA89 had a leaf tocopherol profile made up
of 867 g kg−1 alpha-tocopherol, 38 g kg−1 beta-tocopherol and
95 g kg−1 gamma-tocopherol, which was similar to that found in
lines IAST-522 and IAST-413 (Table 3), both with wild-type seed
tocopherol profile. Line IAST-306 showed a slight increase in beta-
tocopherol content in the leaves compared with the wild type
(Table 3), of similar magnitude to that observed at the seed level
(Table 1). The two lines with increased beta-tocopherol content in
the seeds, T589 and IAST-5, showed an increased content of beta-
tocopherol in the leaves, but of lowermagnitude than in the seeds.
Interestingly, line T589 showed higher beta-tocopherol content in
the leaves than line IAST-5, despite the latter having a significantly
higher beta-tocopherol content at the seed level (Table 1). The two
lines also differed in their content of gamma-tocopherol, which
was not detected in T589 (Table 2). Lines T2100 and IAST-1, both
with high gamma-tocopherol content in the seeds, also showed a
high gamma-tocopherol content in the leaves, more pronounced
in T2100. The lines selected for increased levels of gamma- and
delta-tocopherol in the seeds, TS-1 and IAST-4 (Table 1), exhibited
increased levels of both tocopherols in the leaves. However, the
proportions of the two tocopherols in the leaves of these lines
(469 g kg−1 gamma- and 466 g kg−1 delta-tocopherol in TS-1 vs
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Table 2. Total tocopherol (T) content (mg kg−1 root) and composition (g kg−1 tocopherols) in roots of nine sunflower (Helianthus annuus) lines with
modified seed tocopherol content or composition and wild-type line HA89 used as control
Line Total-T Alpha-T Beta-T Gamma-T Delta-T
HA89 20.0 ± 7.4cd 875 ± 15e 0a 125 ± 15c 0a
IAST-522 11.2 ± 4.1ab 885 ± 51e 0a 115 ± 51c 0a
IAST-306 19.8 ± 3.8cd 876 ± 10e 0a 124 ± 10c 0a
IAST-413 15.4 ± 4.0bc 870 ± 34e 0a 129 ± 33c 0a
T589 16.8 ± 1.3bcd 194 ± 45c 614 ± 38c 0a 193 ± 18b
IAST-5 17.8 ± 4.5cd 267 ± 67d 559 ± 48b 0a 174 ± 30b
T2100 29.4 ± 7.7e 119 ± 40ab 0a 850 ± 31e 31 ± 13a
IAST-1 22.8 ± 3.7d 167 ± 54bc 0a 799 ± 52d 34 ± 9a
TS-1 19.9 ± 6.2cd 133 ± 68ab 0a 27 ± 13a 841 ± 64c
IAST-4 6.8 ± 1.9a 104 ± 20a 0a 73 ± 22b 823 ± 34c
Data are given as mean ± standard deviation. Values within a column followed by the same letter are not significantly different at 0.05 level of
probability (Duncan’s multiple range test).
Table 3. Total tocopherol (T) content (mg kg−1 leaf) and composition (g kg−1 tocopherols) in leaves of nine sunflower (Helianthus annuus) lines
with modified seed tocopherol content or composition and wild-type line HA89 used as control
Line Total-T Alpha-T Beta-T Gamma-T Delta-T
HA89 2.6 ± 0.8ab 867 ± 24f 38 ± 13ab 95 ± 20bc 0a
IAST-522 1.4 ± 0.4a 860 ± 23ef 42 ± 21ab 97 ± 26bc 0a
IAST-306 4.2 ± 1.9b 770 ± 73d 99 ± 37c 131 ± 41c 0a
IAST-413 1.8 ± 0.5ab 861 ± 12ef 73 ± 9bc 67 ± 14b 0a
T589 2.4 ± 1.1ab 791 ± 88de 209 ± 88e 0a 0a
IAST-5 2.8 ± 0.8ab 702 ± 123c 152 ± 47d 144 ± 80c 0a
T2100 9.3 ± 2.5c 52 ± 19a 0a 899 ± 20g 50 ± 9b
IAST-1 16.7 ± 5.0d 159 ± 7b 0a 807 ± 16f 34 ± 11ab
TS-1 19.6 ± 2.7e 65 ± 49a 0a 469 ± 54d 466 ± 82d
IAST-4 7.5 ± 1.3c 145 ± 13b 0a 663 ± 58e 215 ± 38c
Data are given as mean ± standard deviation. Values within a column followed by the same letter are not significantly different at 0.05 level of
probability (Duncan’s multiple range test).
663 g kg−1 gamma- and 215 g kg−1 delta-tocopherol in IAST-4;
Table 2) did not parallel those found in the seeds (416 g kg−1
gamma- and 562 g kg−1 delta-tocopherol in TS-1 vs 217 g kg−1
gamma- and 758 g kg−1 delta-tocopherol in IAST-4; Table 1).
Tocopherols in pollen
Sunflower pollen grains contained large amounts of tocopherols,
well above the levels found in roots and leaves and similar to
the levels found in seeds. The average tocopherol content in the
pollen of the ten sunflower lines was 354.4 mg kg−1, compared
with 355.8 mg kg−1 in the seeds, 6.8 mg kg−1 in the leaves and
18.0 mg kg−1 in the roots. Total tocopherol content in pollen
ranged from 54.2 mg kg−1 in line IAST-522 to 541.5 mg kg-1 in
line IAST-413 (Table 4). These two lines had been selected for low
and high seed tocopherol content respectively. The other line
selected for high seed tocopherol content, IAST-306, showed a
pollen tocopherol content much lower than that of line IAST-413,
namely 283.8 mg kg−1 (Table 4).
The tocopherol profile of the wild-type line HA89 in-
cluded 676 g kg−1 alpha-, 223 g kg−1 gamma- and 102 g kg−1
delta-tocopherol (Table 4).Alpha-tocopherolwasalsothepredom-
inant tocopherol derivative in the pollen of the other three lines
with a high proportion of alpha-tocopherol in the seeds (IAST-522,
IAST-306 and IAST-413), but the proportion of alpha-tocopherol in
the pollen of IAST-522 (554 g kg−1) and IAST-306 (849 g kg−1) dif-
fered significantly from that of HA89 (Table 4). The two lines with
high beta-tocopherol content in the seeds also showed increased
levels of beta-tocopherol in the pollen, 525 g kg−1 in T589 and
507 g kg−1 in IAST-5, as well as greater delta-tocopherol content
than the wild type (Table 4). Similarly, the lines with a high pro-
portion of gamma-tocopherol in the seeds displayed increased
levels of gamma-tocopherol in the pollen, 954 g kg−1 in T2100
and 601 g kg−1 in IAST-1, whereas delta-tocopherol was the pre-
dominant tocopherol derivative in pollen grains of the lines with
increased delta-tocopherol content in the seeds. In the latter case
the higher delta-tocopherol content in the pollen corresponded
to line TS-1 (Table 4), which also showed higher delta-tocopherol
content than IAST-4 in the roots (Table 2) and leaves (Table 3) but
lower delta-tocopherol content in the seeds (Table 1).
Correlation of tocopherols in different plant tissues
Total tocopherol content in pollen was positively correlated with
total tocopherol content in roots, leaves and seeds, whereas
correlation of total tocopherol content in other plant tissues was
not significant (Table 5). The proportion of the four tocopherol
derivatives in the four plant tissues analysed showed in all cases
highly significant positive correlation coefficients (Table 5). In
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Table 4. Total tocopherol (T) content (mg kg−1 pollen) and composition (g kg−1 tocopherols) in pollen of nine sunflower (Helianthus annuus) lines
with modified seed tocopherol content or composition and wild-type line HA89 used as control
Line Total-T Alpha-T Beta-T Gamma-T Delta-T
HA89 209.9 ± 17.3b 676 ± 25f 0a 223 ± 9c 102 ± 18b
IAST-522 54.2 ± 27.5a 554 ± 106e 0a 426 ± 111d 20 ± 10a
IAST-306 283.8 ± 44.2c 849 ± 34g 0a 115 ± 26b 40 ± 20a
IAST-413 541.5 ± 63.8f 699 ± 46f 0a 264 ± 33c 38 ± 16a
T589 292.4 ± 56.3c 232 ± 64c 525 ± 37c 0a 244 ± 28c
IAST-5 493.9 ± 85.0ef 188 ± 26c 507 ± 22c 0a 305 ± 39d
T2100 474.2 ± 23.0e 11 ± 6a 0a 954 ± 4f 35 ± 9a
IAST-1 378.0 ± 25.5d 304 ± 51d 0a 601 ± 27e 95 ± 26b
TS-1 492.9 ± 48.7ef 6 ± 2a 0a 128 ± 23b 866 ± 23f
IAST-4 323.3 ± 43.2cd 110 ± 35b 98 ± 48b 150 ± 38b 646 ± 104e
Data are given as mean ± standard deviation. Values within a column followed by the same letter are not significantly different at 0.05 level of
probability (Duncan’s multiple range test).
Table 5. Correlation coefficients between total tocopherol content
and tocopherol profile in different plant tissues of nine sunflower
(Helianthus annuus) lines with modified seed tocopherol content or
composition and wild-type line HA89 used as control
Root Leaf Pollen
Total tocopherol content (mg kg−1 tissue)
Leaf 0.25
Pollen 0.29∗ 0.36∗∗
Seed 0.25 −0.21 0.31∗
Alpha-tocopherol content (g kg−1 tocopherols)
Leaf 0.78∗∗
Pollen 0.92∗∗ 0.75∗∗
Seed 0.97∗∗ 0.86∗∗ 0.91∗∗
Beta-tocopherol content (g kg−1 tocopherols)
Leaf 0.79∗∗
Pollen 0.99∗∗ 0.75∗∗
Seed 0.97∗∗ 0.79∗∗ 0.97∗∗
Gamma-tocopherol content (g kg−1 tocopherols)
Leaf 0.77∗∗
Pollen 0.90∗∗ 0.68∗∗
Seed 0.91∗∗ 0.91∗∗ 0.79∗∗
Delta-tocopherol content (g kg−1 tocopherols)
Leaf 0.87∗∗
Pollen 0.96∗∗ 0.89∗∗
Seed 0.95∗∗ 0.82∗∗ 0.88∗∗
∗ Significant at 0.05 level of probability.
∗∗ Significant at 0.01 level of probability.
general, the magnitude of the correlation coefficients was lower
in those cases in which leaves were involved.
DISCUSSION
Tocopherols are present in different plant parts such as seeds
and fruits, roots, tubers, cotyledons, hypocotyls, stems, leaves and
flowers of higher plants.22 Alpha-tocopherol is the predominant
tocopherol derivative in most plant tissues except seeds, where
gamma-tocopherol is the predominant form.1,23 Sunflower is one
exception with alpha-tocopherol also predominant in the seeds.5
Only in a few cases have high concentrations of gamma- or delta-
tocopherol been reported in naturally occurring vegetative plant
tissues.24–26 Additionally, modified tocopherol profiles have been
obtained in mutant and transgenic lines of plants, particularly
Arabidopsis13,27,28 and tobacco.29 In these cases the modified
tocopherol profiles were expressed both in seeds and leaves.
The results from the present research indicate that mutations
underlying modified seed tocopherol profiles such as increased
levels of beta-, gamma- and delta-tocopherol in sunflower are also
expressed in plant tissues other than seeds.
Wild-type sunflower seeds showed the expected tocopherol
profile dominated by alpha-tocopherol (990 g kg−1), which is the
result of strong MPBQ/MSBQ-MT and gamma-TMT activities in
sunflower seeds.10,12 The proportion of alpha-tocopherol was
reduced in roots (875 g kg−1), leaves (867 g kg−1) and particularly
pollen (676 g kg−1) of the wild type. These results suggest
weaker gamma-TMT activity in these tissues, with subsequent
accumulation of gamma-tocopherol (from 95 g kg−1 in leaves
to 223 g kg−1 in pollen), and, in the case of pollen, weaker
MPBQ/MSBQ-MT activity that resulted in the accumulation of
delta-tocopherol (102 g kg−1), not detected in seeds.
Sunflower lines with increased levels of beta-tocopherol in
seeds (T589 and IAST-5) showed increased levels of both beta- and
delta-tocopherol in roots and pollen and increased levels of beta-
tocopherol in leaves. Beta-tocopherol increase in roots and pollen
was of a similar magnitude to that observed in seeds. However,
beta-tocopherol levels in leaves were about three times lower
than those found in seeds, suggesting a lower expression of the
tph1mutation in leaves. Demurin et al.15 described no expressivity
of tph1mutation in sunflower leaves in analyses conducted using
thin layer chromatography. Since the beta-tocopherol mutant LG-
15 analysed by Demurin et al.15 is allelic to T589,30 differences
in beta-tocopherol expression in leaves between the two studies
might result from the more sensitive analytical technique used in
the present research.
Previous studies have associated increased levels of beta-
tocopherol in sunflower seeds with reduced activity at one or two
MPBQ/MSBQ-MT loci.10 Mutants with reduced MPBQ/MSBQ-MT
activity havebeen identified inArabidopsis.13 Themutants showed
a significant reduction in alpha-tocopherol and a concomitant
increase in beta-tocopherol levels in leaves, which is in agreement
with thepresent study in sunflower. Additionally,MPBQ/MSBQ-MT
Arabidopsismutantsexhibited increased levelsofdelta-tocopherol
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in leaves,13 which was observed in roots and pollen of the high
beta-tocopherol sunflower lines but not in leaves.
Sunflower lines T2100 and IAST-1 with increased levels of
gamma-tocopherol in seeds also showed increased levels of this
tocopherol form in roots, leaves and pollen, though both lines
differed ingamma-tocopherol content in these tissues, particularly
in pollen. Previous research has associated increased levels of
gamma-tocopherol in sunflower seeds with reduced activity at
a gamma-TMT locus, Tph2.10,11 Arabidopsis mutants carrying a
functional null mutation of the gene encoding for gamma-TMT27
as well as gamma-TMT-silenced plants of tobacco29 showed a
drastic reduction in alpha-tocopherol and a concomitant increase
in gamma-tocopherol in leaves, which is in agreement with the
results of the present research.
The occurrence of increased levels of both gamma- and
delta-tocopherol in sunflower seeds has been explained as an
epistatic interaction between the gamma-TMT Tph2 locus and
two MPBQ/MSBQ-MT loci, Tph1 and MT-2.12 The results of the
present research indicated thatmutations inMPBQ/MSBQ-MT and
gamma-TMT loci resulting in increased levels of both gamma-
and delta-tocopherol in seeds of lines TS-1 and IAST-4 are
constitutively expressed in roots and pollen, which contained
predominantly delta-tocopherol. However, leaves contained ei-
ther similar amounts of both gamma- and delta-tocopherol (TS-1)
or predominantly gamma-tocopherol (IAST-4), which is explained
on the basis of low expressivity of the tph1 mutation in leaves.
This was described by Demurin et al.15 and also observed in the
mutants with increased levels of beta-tocopherol studied in the
present research.
Even though seed tocopherol profile showed high positive
correlations with root, leaf and pollen tocopherol profiles, there
were some marked differences in tocopherol profile between
seeds and other plant parts. For example, line IAST-5 had much
greater beta-tocopherol content than line T589 in seeds but lower
beta-tocopherol content in roots and leaves, whereas the two
lines did not differ in this trait at the pollen level. Lines T2100
and IAST-1 had similar increased levels of gamma-tocopherol in
seeds, showed slight differences in the trait in roots and leaves, but
differed strongly in pollen tocopherol profile. Last but not least,
line TS-1 had greater delta-tocopherol content than line IAST-4
in leaves and pollen, despite the opposite situation in seeds. We
have currently no explanation for such differences, which should
be further investigated.
Sunflower lines with increased levels of gamma-tocopherol
(T2100 and IAST-1) or both gamma- and delta-tocopherol (TS-1
and IAST-4) in seeds showed not only a drastic reduction in the
proportion of alpha-tocopherol in leaves but also a significant
increase in total leaf tocopherol content, which averaged
13.3 mg kg−1 in the four lines compared with 2.6 mg kg−1 in
the wild type. There is no previous indication that reduced activity
of gamma-TMT,defective inboth typesof line,mightbeassociated
with altered leaf tocopherol content. Indeed, Arabidopsismutants
carrying a functional null mutation of the gene encoding for
gamma-TMT showed a drastic increase in gamma-tocopherol in
leaves, but total leaf tocopherol contentwas not different from the
wild type accumulating alpha-tocopherol.27 Similar results were
obtained in gamma-TMT-silenced plants of tobacco.29 Additional
research is required to understand such differences.
Three lines with altered total seed tocopherol content, either
reduced or increased, and unmodified tocopherol profile were
included in the study. The reduced seed tocopherol content
in IAST-522 was also reflected in roots and pollen. In leaves,
tocopherol accumulation in this line was also lower than in the
wild type, though the difference was not statistically significant.
However, the increased seed tocopherol content in lines IAST-306
and IAST-413 was only expressed at the pollen level as compared
with thewild type, butnot as comparedwith someof the lineswith
modified tocopherol profiles such as IAST-5 and TS-1 (Table 4).
Previous studies on Arabidopsis mutants showed that reduced
seed tocopherol levels were expressed at both the leaf and seed
level.16,17
Total tocopherol content in pollen was found to be similar to
that in seeds andmuch higher than that in vegetative tissues such
as leaves and roots. Arrom and Munne´-Bosh31 studied tocopherol
content in flower organs of Lilium and found a high tocopherol
content in pollen, suggesting that tocopherols might play an
important role in plant reproduction.
Previous studies have emphasised the important role of alpha-
tocopherol in protecting the photosynthetic apparatus against
oxidative stress.27,28,32,33 The replacement of alpha- by gamma-
tocopherol did not have a detrimental effect on oxidative stress
protection.27 Szyman´ska and Kruk26 even suggested a more
powerful role of gamma-tocopherol in protecting plant leaves
from oxidative and drought stress. The role of beta- and delta-
tocopherol in oxidative protection of photosynthetic tissues has
not been studied. Interestingly, the sunflower lines with increased
levels of gamma- and delta-tocopherol in seeds not only had a
predominance of these tocopherol derivatives in leaves but also
showedamuch larger total amountof leaf tocopherols. These lines
are therefore of great value for studying the role of tocopherols in
abiotic stresses.
In conclusion, the present research showed that genetic
modifications underlying altered tocopherol profiles in sunflower
seeds were in general expressed in roots, pollen grains and leaves,
though expressivity of the increased beta-tocopherol mutation
was lower in leaves than in other tissues. A line with deficient total
seed tocopherol content also showed reduced tocopherol levels
in roots and pollen. From a breeding point of view, expression of
sunflower mutations in plant tissues other than seeds could be
used for early selection in breeding programmes. Additionally, the
expression of different tocopherol mutations in roots and leaves
makes the sunflower lines included in this research an excellent
material for studies on the physiological role of tocopherols in
plants.
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Artículo 1: Velasco L, Del Moral L, Pérez-Vich B y Fernández-Martínez JM (2010) Selection 
for contrasting seed tocopherol content in sunflower seeds. J. Agr. Sci. 148:393-400. 
 
1. El análisis de 952 entradas de germoplasma de girasol puso de manifiesto la existencia de 
una gran variación fenotípica para contenido total de tocoferoles en semillas de girasol, de 119 
a 491 mg/kg. α-Tocoferol fue el tocoferol dominante, representando más del 90% del contenido 
total de tocoferoles en las semillas de la práctica totalidad de las entradas. 
 
2. A partir de la variación fenotípica inicial, fue posible seleccionar líneas con alto y bajo 
contenido total en tocoferoles. Mediante selección genealógica a partir de entradas 
seleccionadas, se obtuvieron las líneas S4:5 IAST-413, con alto contenido en tocoferoles, e 
IAST-522, con bajo contenido en tocoferoles, en ambos casos con predominancia de α-
tocoferol. La entrada PI256334 mostró alto contenido en tocoferoles pero elevada 
autoincompatibilidad. En este caso fue necesario cruzar con la línea autocompatible HA89 y 
seleccionar simultáneamente para autocompatibilidad y alto contenido en tocoferoles, con lo 
que se obtuvo la línea F5:6 IAST-306.  
 
3. Se estudió la expresión de los niveles elevados y reducidos de tocoferoles en las tres líneas 
seleccionadas para alto y bajo contenido en tocoferoles cultivadas en varios ambientes, 
empleándose la línea HA89 como control. Para ello se sembraron las cuatro líneas en varias 
fechas durante dos años consecutivos, totalizando 14 ambientes. Las líneas IAST-413 e IAST-
306 mostraron un contenido en tocoferoles en semillas significativamente superior al control en 
todos los ambientes en el que fueron evaluadas, lo que demostró que el carácter se expresa 
consistentemente en diferentes ambientes. La línea IAST-522 no pudo ser evaluada porque 
presentó problemas de autoincompatibilidad en la mayoría de los ambientes. 
 
4. La disponibilidad de líneas seleccionadas con elevado contenido en tocoferoles 
predominantemente en forma de α-tocoferol, que se expresa de forma consistente en 
diferentes ambientes, es un importante avance para el desarrollo de cultivares de girasol con 
mayor contenido en tocoferoles y por tanto con mayor valor biológico como fuente de vitamina 
E. La disponibilidad de una línea seleccionada con contenido reducido en tocoferoles en 
semillas es importante para estudios genéticos sobre este carácter en semillas. 
 
Artículo 2: Del Moral L, Pérez-Vich B, Fernández-Martínez JM y Velasco L (2011) Inheritance 




5. El estudio en dos ambientes de las generaciones P1, P2, F1, F1r, F2, F2r, R1P1 y R1P2 
procedentes de cruzamientos de la línea IAST-413, con alto contenido en tocoferoles en 
semillas, y la línea HA89, con niveles convencionales de tocoferoles en semillas, dio como 
resultado estimaciones de 0.78 y 0.67, respectivamente para la heredabilidad en sentido amplio 
y de 0.70 y 0.60, respectivamente para la heredabilidad en sentido estricto. La heredabilidad se 
estimó también a través de la correlación entre las generaciones F2 y F3, resultando en un valor 
de 0.67, así como a través de la heredabilidad medida a partir de la respuesta a la selección 
(realized heritability), que resultó en un valor de 0.64. Todas las estimaciones realizadas 
apuntaron por tanto a un valor moderadamente elevado de heredabilidad de los niveles 
elevados de tocoferoles en semillas en IAST-413. 
 
6. Se estimó un valor del parámetro “número mínimo de genes” para el carácter alto contenido 
en tocoferoles en semillas en la línea IAST-413 de 1.04 y 1.95 en dos ambientes. A pesar de 
las diferencias observadas en ambos ambientes, los resultados indicaron que se trata de un 
carácter oligogénico más que poligénico. 
 
7. El valor moderadamente elevado de la heredabilidad y la implicación de un reducido número 
de genes en el carácter alto contenido en tocoferol anticipan que se trata de un carácter de fácil 
manejo en programas de mejora genética. 
 
Artículo 3: Del Moral L, Pérez-Vich B, Fernández-Martínez JM y Velasco L (2011) Inheritance 
of deficient tocopherol accumulation in sunflower seeds. J. Genet. 90:489-491. 
 
8. El estudio en dos ambientes de las generaciones P1, P2, F1, F1r, F2, R1P1 y R1P2 procedentes 
de cruzamientos de la línea IAST-522, con bajo contenido en tocoferoles en semillas, y la línea 
HA89, con niveles convencionales de tocoferoles en semillas, dio como resultado estimaciones 
de 0.81 y 0.67, respectivamente para la heredabilidad en sentido amplio. La heredabilidad en 
sentido estricto únicamente se pudo estimar en el segundo ambiente debido a problemas de 
producción de semilla en el retrocruzamiento a IAST-522 en el primero, resultando en un valor 
de 0.49. La heredabilidad se estimó también a través de la correlación entre las generaciones 
F2 y F3, resultando en un valor de 0.59. Las estimaciones realizadas apuntaron por tanto a un 
valor medio de heredabilidad de los niveles reducidos de tocoferoles en semillas en IAST-522. 
 
9. Se estimó un valor del parámetro “número mínimo de genes” para el carácter bajo contenido 
en tocoferoles en semillas en la línea IAST-522 de 1.55 y 1.62 en dos ambientes, indicando 
que se trata de un carácter oligogénico más que poligénico. 
 
Artículo 4: Del Moral L, Fernández-Martínez JM, Velasco L, Pérez-Vich B (2012) Quantitative 




10. Se identificaron siete QTL en un mapa de ligamiento de la población IAST-413 x HA89 
formado por 150 marcadores SSR e INDEL. De ellos, cinco se identificaron en la generación 
F2, explicando en torno al 36% de la variación fenotípica, y cinco en la generación F3, 
explicando alrededor de un 47%, siendo tres QTL comunes a ambas generaciones. De ellos, el 
de mayor efecto se localizó en el grupo de ligamiento 10, explicando el 19.8% y 24.9% de la 
variación fenotípica en las generaciones F2 y F3, respectivamente. 
 
11. Se identificaron seis QTL en un mapa de ligamiento de la población IAST-522 x HA89 
formado por 147 marcadores SSR e INDEL. De ellos, cinco se identificaron en la generación 
F2, explicando en torno al 36% de la variación fenotípica, y dos en la generación F3, explicando 
alrededor de un 34%, siendo un QTL común a ambas generaciones. Éste se localizó en el 
grupo de ligamiento 11, explicando el 15.4% y 17.7% de la variación fenotípica en las 
generaciones F2 y F3, respectivamente. 
 
12. Tres QTL en los grupos de ligamiento 2, 4 y 17 se identificaron en las dos poblaciones de 
mapeo IAST-413 x HA89 e IAST-522 x HA89. El QTL en el grupo de ligamiento 4 se identificó 
como un locus 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona/2-metil-6-solanil-1,4-benzoquinonona 
metiltransferasa (MT-2). 
 
13. Los QTL identificados en este estudio son un excelente punto de partida para futuros 
estudios de identificación de genes candidatos implicados en niveles modificados de 
tocoferoles en semillas y desarrollo de marcadores moleculares basados en los genes. 
 
Artículo 5: Del Moral L, Fernández-Martínez JM, Pérez-Vich B y Velasco L (2011) Expression 
of modified tocopherol content and profile in sunflower tissues. J. Sci. Food Agric. 92:351-357. 
 
14. Las líneas con perfiles modificados de tocoferoles en semillas muestran perfiles similares 
de tocoferoles en otros tejidos vegetales como hojas, raíces y polen. La correlación entre la 
concentración de tocoferoles individuales, expresada como % de tocoferoles totales, en 
distintos tejidos vegetales osciló entre 0.68 y 0.97, indicando que los genes mutados en las 
líneas con perfiles modificados de tocoferoles en semillas no son específicos de semilla. 
 
15. Las líneas seleccionadas para elevado contenido total de tocoferoles en semillas no 
mostraron el carácter de forma significativa en otros tejidos. Por el contrario, la línea con 
niveles reducidos de tocoferoles en semillas mostró también un menor contenido de tocoferoles 
en polen. 
 
16. La expresión en otros tejidos vegetales de los perfiles modificados de tocoferoles en 
semillas tiene importantes implicaciones para la mejora genética de estos caracteres, debido a 
que es posible seleccionar mediante análisis de hojas o polen sin necesidad de esperar a la 
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formación y maduración de las semillas. Asimismo, la presencia de tocoferoles diferentes a α-
tocoferol en tejidos vegetativos puede estar asociado a caracteres positivos como mayor 
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 El girasol contiene niveles excepcionales de 
proporción respecto al total de tocoferoles de más del 95%. Esto lo diferencia de la mayoría de 
cultivos oleaginosos, cuya forma de tocoferol predominante en semillas es 
elevado contenido en α-tocoferol confiere al aceite de girasol unas notables propiedades 
nutricionales, debido a que es la forma de tocoferol con mayor valor biológic
Esta Tesis se centra en el desarrollo y estudio genético de germoplasma de girasol con distinto 
contenido total en tocoferoles en semillas, predominantemente en la forma de 
el estudio de cómo se expresan en otros tejido
tocoferoles en semillas, incluyendo germoplasma con niveles elevados de otros tocoferoles 
como β, γ, y δ-tocoferol. 
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